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RESUMEN 

PROMOTOR ARTIFICIAL PARA LA EXPRESION DE SECUENCIAS DE ADN EN 
CELULAS VEGETALES. 

Un promoter artificial caracterizado porque es una molecula quim6rica de ADN recombinante 
que despues de ser introducida en celulas de plantas de cualquier clase promueve altos niveles 
de expresion de cualquier molecula de ADN fosionada a su extreme 3'. Los elementos 
geneticos base de la molecula promotora que aqui se describe son: un nucleo promotor con 
una caja TATA consenso seguida de una region Exon/Intr6n/Ex6n y de un elemento 
potenciador de la actividad traduccional construidos todos artificialmente. Elementos 
reguladores de la expresion transcripcional pueden ser insertados corriente arriba del 
promotor que aqux se describe para conferir a la expresion capacidad de respuesta tempore 
organo, o tejido especifica. Los elementos geneticos artificiales disefiados pueden ser 
foncionalmente insertados entre cualquier promotor activo en celulas de plantas y una 
secuencia cualquiera de ADN, para increments los niveles de transcripcion/traduccion de 
esta ultima. 
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MEMORIA DESCRIPTTVA 

SSEEwgESg?- PARA " ™S«* DE SECTENCIAS DE ADN EN 
Campo de la invention 

E*a to venci6n s. relaciona con la rama de la Biotecnotegla y mis especiiicamente con .a 
fcgentena Gen«ca de las P.anras. En partis, se brindan crm^rucciones quimericaa de 
ADN cen una al,a actividad promotora de la .ranscripcion/tmduccidn de cuaiquier secuencia 
nucleotide fusionada a ellas, en ovinias de plan«a monocotiled6neas o dicotileddneas lo 
que permile la obtencion de planus transgenics, con sites nive.es de expresion de gene', y 
secuencias de ADN de interes. 

Arte previo 

La ingenieria genetica de las plantas es una tecnologla que ba demosttado ser muy productive 
para la investigacion basica y la produccion comercial de nuevos produces biotecnologicos 
(Hammond J. Curr. Top. Microbiol. Immunol 1999, 240:l-,9; Simoens C. y VanMontagu M 
Reproduction Update 1995, 1:523-542). 

La S elecci6n de sena.es promoters* que garanticen la expresion adecuada, en fortaleza o 
local.zac.6n temporal o especial, de los genes o secuencias de ADN introduces a las plantas 
mampuladas genWcamente medlante Monicas de biologia molecular, es de vital importancia 
para el extte de la ingenieria genetica de las p.antas. Por esta razor, en las ultimas dos 
decadas mu.tip.es esfuerzos ban sido dedicados a la busqueda de promoteres y sena.es 
capaces de asegurar la expresi6n que cada tiansgen requiere. De esta forma, promoteres de 
dtferen.es origenes (vegeml, viral, del Ti o Ri de AgrotaOerHan, o quints) ban sido 
evaluados y empleados en la producci6n de plantas transg<Snicas 

Los promoteres cnnsthutivos mis ampliamente empleados en la manipulaci6n gen«ca de las 
plants ban sido: el promoter del AKN de 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) 
(OdeU J.T; Nagy P; C hua N.H. Nature .985, 3.3:810-812), e> promoter nos de. gen nopaUna 
smte^ade plasmido Ti de ^. tutnefaciens (An G; Costa M.A; Mitra A; Ha S; Marten L. 
Han, Putsroh .986, 88:547-552); e. promoter de, gen actina-1 de arroz (McEfroy D; Zhang 
W; Cao J; Wu R Plan, Cen ,990, 2:163-170 y el promoter del gen ubiquitina-, de maiz 
(Cbrtstensen AH; Sharrock R.A; Quail PH. Plan, Mol. Biol. .992, 18:675-689) Sin 
embargo, cada uno de estes sistemas nateralea de expresi6„ present limftaciones debido 
nmdamen,abnen,e a que ana nive.es de expresi6n no son .„ suficientemente alios en planus 
de cualquter clase; por ejemplo, la expresion del promoter es baja en celulas de plamas 
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3« TL ?cZJ TT^ MeteCtab ' e en — «*— que e. promoter 
35S del CaMV, el mas universahnente uubzado, es mucho mis fuene en celulas de .abaco 

72 Tr f \ "'^ *«— * »*- C; Horicke-Grandpierre C; 

ScheU J; Stetnbtss H.H. Method, EnzymoL ,993, 2,7:o7-78; Mrtsuham I; Ugaki M 
Hnocbrka H; Ohshima M; Murakami T; Gotoh Y; y ottos. Plan, Cell Physiol. 1996 37-49- 
59). De la mtsma forma, loa promotores de la actina-1 de arroz y de la ubiquMna-l de malz 
son a.«amen.e denies en promover la ttanscripcion de loa genea colocadoa bajo elloa en 
cehUas de phmtas monocotilerttneas, pero au acuvidad promorora en oelulaa de .abaco ea baja 
(Schledzewski K; Mendel R.R. Transgenic Research 1994, 3:249-255) 

Con el fin de increment loa niveles de expresidn de las proteinaa he.ero.ogas en las planUa 
ttansgenrcas, se ban disenado mubiples varian.es de promotes quimericoa donde ae 
combman promotores natura.es con elementos potenciadores de la transcripci6n o la 
traduccidn Entre esroa efementos po.enciado.es enconttamos por ejemplo: e. porenciador 
ttaducctona. Omega del Vints del Mosaico del Tabaco (TMV), (Game D.R; S,ea, D.E; Watts 
*W; Tnrner P.Q Wilson T.M.A Nucleic Acids Res. 1987, ,5:3257-3273 ), o del Virus de 
Grabado del Tabaco (TEV) (Carrington J.C; Freed D.D. J. Virol. 1990, 64 1590-1597)- 
Mementos acnvadores de los promotores de ocfcpina shbasa (Fromm H ; Katagiri F; Cbua 
N.K Phut, CeU .989, ,:977-9 8 4) > manopina sintasa (Comal L ; Moran P; Maslyar D. P,an, 
Mo. Bro.. .990, ,5:373-381) o 35S (Kay R; Chan A; Da.y M; McPheraon X Scienco ,987 
23«:1299-1302) ; y exones e inttonea na.ura.es como el primer intt6n de h alcoboi 
desbrdrogenasa-, de mafa (CaUis J; Fromm M; Wa.bo, V. Genea Deve.. 1987, 1:1 ,83-1200- 
Last D , Bretteb R...S; Chamberkune D.A; Chaudhury AM; Larkin P.,; y ottos. Thenr Appl' 
Gen ,99., 81:58,-588), e, primer ex6n/intton de ,a aacarosa sinrasa-, de malz (Maas C- 
Laufa ,; Gran, S; Korfhage C ; Werr W. P,an, Mo,. Bio,. 199,, , <: ,99-207), el primer 
^mttbn de ,a actma-, de arroz (McEboy D; B.owers AD; Jenes B; Wu R Mo. Gen 
Genet .99., 23,:,50-,60), etc. De earn forma surgieron ,„s promotores 2X35S, Mac, Emu y 
ottos <EP0459643; EP065.8.2), que conbnuan siendo fuertes fundamentabnente en cehuas 
vegeta.es de una Case especifica, dicou.edoneas o monocouled6neas (Sddedzewski K- 
Mendel R.R. Transgenic Research 1994, 3:249-255). 

E, des arroho de promotores fuertes que puedan ser' emp.eados para expresar genes tanto en 
^lulas de pbantas dicnuledoneas como monoco«ued6neas ha sido y es tarea re,evan.e para 

mmt S d'T " * e ' ^ Cienafi °° ^ * "~ ° por e, ahorro que 
unphca poder ubhzar una unica «>nsttucci6n genetica para ttansformar p,an t as de divel 
cbtses, smo ademas por ,a necesidad de contar con aistemaa de expresi6n propios que facUben 
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la production y comercializacion de In* nrr,H,w~ u- * 

. acionaeios productos biotecnol6gicos. Con este fin la solicited 

TATA has«a el sruo de rnrco de la .ranscripcion „ un comenido J 

r £ " " * — de los 

prendre, 3 5S , ubapftina-, de merz y ocopma siatasa . Por „ 

„ e n dlcolded^ y monocle*, sin0 ^ ^ eyitar d 
aependiente de secuenoas hom61ogas (Part V n- p.™ t. 

H . x, A 'ogaa^anc Y.D,PappI;Mosc<raeE;IglesiaaV; Vaucheret 

* ^ M A Ptat J ,a solicited de patenre WO005S485 

T d 7 Pr0m0t ° r ^ *** j0 ^ " ° OI ™ n de — — P-enien.es del 
genome de dos vuua vegeWe,, el Virus de, Moteado AmariUo de la Comelina (CoYMV) y e. 

Vans e. Mosa.ec Venoso de la Yuca (CsVMV), y de secuencias activado.es origiaarias del 
promoter 35S. 

»«»-<-» -dianre e, cual diferen.es element geneticos po.enciao la tiansetipeian o 

ZZ° n """^ "° "* — M Por ejenrplo, se ha 

ep nado que „as Uderes de diferen.es virus de ARN pueden poreaciar ,a Li** 

ilr^,"-*" (ARNm) msionadoa a eUas independence de si „ 

~«T. ~" * ~ ^ (5 ° «• (5 ° ° °° < Ste ^ Wilson 
I TM ^ T 8en ° nMS " S0UrCCS ° f ^ f °' > n-nipulationa. 

n. T.M.A wnson * ,.w. Davie* (Eds), Genetic engineering wi«h p,an. viruses. CRC Press 

elen.en.os comunes en«re !as seeneneias nneleotidieas de los mismos qU e paedan responder 
por aus propiedades poteneiadoras de la traduction 

En particular se ha reporrado para el fragnrento Omega del TMV q ue sus propiedades 

Ctome o ACATTTAC, que se encuentta repetido en su secueacia, y de una regidn de (CAA)„ 
de 25 b que es „ ^ ^ , derado crit . co (dos ^ J X 

ta. 1992,20.4631-4638). Sm embargo, se ha reporrado que la regi6n rica en CA de 28 bases 
ertenec.en* a Uder de, Vans X de ,a Papa (PVX), no tiene por a, s „,a propyl 

i^^rL^rtr e, .~ 6ado ccacc - { °™ - d: 

Uder del PVX, podna interactuar complementariamente con el 3' del 



ARNr 18S (Tomashevsxaya OX; Solovyev AG; Karpova O.V; Fedorkin O.N; Rodionova 

Mo '°z°v S Y; Atabekov J.G. J. Gen Virol. 1993, 74-2717-2724) 
Para otros llderes virales tembi6n han sido determinados aigunos e.ementos de secuencia 
tnvolucrados en sua actividades potenciadoras de la «raducci6n, como e S el ease de .a 
5 secuencn, CCTTTAGGTT conservada en Io s llderes de los carlaviru, como el Virus S de la 
Papa (PVS) (Turner R; Bate N; Tewell D; Foster G.D. Arch. Virol. 1994, 134:321-333)- y el 
Uamado nrotivo ICR2 (regiones internes de control de tipo 2), GGTTCGANTCC, locaHzado 
en regiones repetidas de 27 bases del llder del ARN3 del Virus del Mosaico de la Alfalfa 
A1MV), de los euales son nectaries dos para obtener niveles 6ptbnos de traduction (van der 
10 VossenE.A.G,NeelemanL;BoUF. Nucleic Acids Res. 1993 21 1361-1367) 

En el case de. llder del TBV, dos regiones llanradas CIRE-1 y CIRE-2 cue se encuentran 
entre los nuclebtidos 28 a 65 y 66 a 118, respectivamente, han sido identificadas como las 
responses de las propiedades potenciadoras de la ,mducci6n de este llder viral de 148 bases 
(Niepel M; GalUe DR. J. Virol. 1999, 73:9080-9088). Sin embargo, dentro de las regiones 
ORE no ha sido definido ningun elemento espeeffico que se considers crltico para la 
actividad potenciadora de este lider viral. 

Como anteriormente referimos, los intrones de origen natmal y las secuencias adyacentes 
tambmn han sido ampliamente empleados para potenciar diferen.es sistemas de expresibn 
gemca haste factores de cientos, especialmente cuando el intr6n se coloca cerca del exuemo 
5 del gen en cuestion. Sin embargo, se reports que la potentiation de la acumulacidn de los 
ARN mensajeros mediada por los intrones (IME) depende entre otros factores del origen del 
mtron, de las regiones ex6nicas one flanquean el mismo y haste del tipo de celulas. Una fuerte 
IME de la expresi6n ha sido observada nmdamentalmente en c^ulas de p.antas 
monocotiled6neaa, no excediendo comunmente la IME en dicotileddneas un factor de 2 a 5 
veces. Los mecanismos moleculares de la IME no han sido completemente descubiertos 
(Simpson G.G-.FilipowiczW.PtantMol Bio! 1996, 32:.-41; SchulerMA 1998. Plant pre- 
mRNA splicing. /„: Bailey-Sertes * DR. Gallic (Eds), A look beyond transcription- 
mechamsms determining mRNA stability and translation in plants. America* Society of Plant 

30 f 0 "f ' ! "' 9i LOrk ° ViC "* DAW; L "- b — MHL > ™P-- W. Trends 
30 in Plant Science. 2000, 5: 160-167). 

Las variaciones de la IME de la expresion que se observe entre celulas de plantes 
mo„ocouled6neas y dicotiled6neaa, pueden deberse a que existen reconocidas diferencias 
entre los re^enmientos necesarios para ,„e ocurra un procesamiento adecuado de los pre- 
ARNm en oelulaa de piantas de clases diferente, De hecho. en las celulas de plantes 
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--». de segmeMoa ncoa en AU dea.ro de los intrones para q ue oourra e! proceaamiento 
de loa mtsmoa; pudlendo adem4s ^ monocotaed6nMs P 

conttenen e^cturas de «aUo con oorouiUa o tienen aJ to contenido de GC (mfc de 50%Wo 
~ea ,„e ,aa cenda, dicotileddneaa no „ eapacea de proceaar inj, con eanZ 
-undanaa congas ( GoodaU G.J; FUipowicz W. The EMBO Jouma, ,99., ,0- 2 635- 26 44 

del „ r H T ^ PUede ° eXPUOar ' 31 ^ " " *- .os siatemaa 

!ZJJ . aoora, en tos cu^ea ae etnplea ,a » para potenciar ar^mente ,a 
expreaon de secuenciaa nucleotidica, de interea, aon elaae espetificos. 

PegcnpojAn deta llada de la im^ it.. 

* ~ Pr ° mO,0ra de " «» *» - ~ - as* invent condene un grupo 
Prop- q „e de conjunto la distingue* 1) ea ntucionaunente universe^ 

Tk ^ " C61UtaS de ^ diC °' Ued6neaS "~ -"edoneaa, 
express de los genea y secuenciaa de ADN de interea; 2) ae baaa en una combinacion de 
Tl 7ZT 5 enSamblad ° S * *-» « q „e no a6,o increment loa 

po' istj d 1,86,1 r m 61 riess ° de to * h — — 

cir^ T y " bmdad ^ *" ""~ «» 0 «*" oo virus como 

1 « T 6 tranS ' :riPCi6,, 00 ^ ^ — — — • olevado contenido 
de GC 5) nueatra secuencia promotora es extremadamente versatil ya one diferentea 
ententes reguUdores de ,a actividad t^oripciooa, pueden aer inaejoa V a enT^ 
confer* a la expreaion capacidad de respite temporal, drgano, o tejido espeC^- JZ 

-enados «,tre cual.u.er promoter acivo en ce.mas de ptantaa y ™a de 
ADN, para incrementar la transcripci6n/traducci6n de esta ultima 

Hdtseoo de la reglan q utm«ca Ex6oAn tt 6n^xon con una alta actividad potenciadora de ,a 
ecumulaoton de ARNm en celulas de plan te de cual q uier Case , 5 „ intern funcio^ a 
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objeto de invention, porque nos permiten expresar mas eficientemente cualquier secuencia de 
ADN de interes en las celulas vegetates. 

Es importante aclarar, que cuando decimos que una regi6n, molecula o secuencia de ADN, es 
artificial o quimerica, nos estamos refiriendo a que la misma ha sido disefiada y fabricada in 
5 vitro y por lo tanto no existe en la naturaleza ningun elemento genetico cuya estructura 
primaria del ADN sea identica a la de ella, independientemente de que algun pequeno 
fragmento componente suyo tenga origen natural. 

Al disenar un intr6n, con sus regiones ex6oicas adyacentes, capaz de promover la actividad 
IME de la expresion, hubimos de estudiar qu6 motivos de secuencia y componentes geneticos 
10 eran comunes en aquellos intrones vegetales con reportada actividad potenciadora de la 
transcripcion. Al mismo tiempo hubo de resolverse el reto que representa lograr un adecuado 
y eficiente procesamiento de este intron, independientemente de su contenido de GC, en 
celulas de plantas de cualquier clase (dicotiledoneas o monocotiledoneas). 
Al comparar las secuencias de los intrones de actina-1 de arroz y ubiquitina-1 y sacarosa 
15 sintasa-1 de maiz, ampliamente empleados como potenciadores de la transcripcion, 
detectamos la presencia de motivos de secuencia comunes y repetidos en todos ellos (Figura 
1). No esta demostrado que ninguno de estos motivos en particular sea responsable de la IME 
que estos intrones confieren, pero el alto nivel de conservation del motivo CTCC (o 
secuencias homologas CTC, TCC y TC) en todas estas regiones, asi como en las regiones 5' 
20 de las cajas TATA de muchos promotores vegetales, indican la posibilidad de que el mismo 
favorezca la union de factores transcripcionales que promueven la actividad ARN-polimerasa 
II. Igualmente la abundancia y conservaci6n de secuencias ricas en C y A en los primeros 
exones (regiones que quedaran como lideres no traducibles de los ARNm) y en los lideres 
virales de reportada actividad potenciadora de la traduction, indica que dichas secuencias 
25 pudieran promover la estabilidad de los ARNm resultantes y su capacidad para ser traducidos. 
Es apropiado destacar que no existe completa demostracion cientifica de ninguna de las 
hipdtesis anteriormente adelantadas, por lo que no es obvio que la construcci6n de un intron 
artificial con sus exones adyacentes, conteniendo repetidamente los motivos de secuencia por 
nosotros sefialados, resulte en una region con una alta actividad potenciadora de la 
transcripcion y acumulacion de ARNm; sin embargo, los resultados de nuestro trabajo asi lo 
indican. 

A partir del mencionado estudio de comparacidn entre los diferentes intrones con sus 
correspondientes exones, decidimos disenar una region Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial que 
combinara aquellos fragmentos de las secuencias de los intrones/exones de actina-1 de arroz y 
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ubiquitina-1 de maiz, ricos en los motives que consideramos relevantes para promover la 
actividad IME de la expresi6n. Al realizar esta tarea, hubo que tener en cuenta que el intron 
artificial resultante debia ser procesable en celulas de plantas dicotileddneas, para que el 
mismo pudiera tambien promover el increment© de la expresion en este tipo de celulas. Sin 
embargo, nos encontramos con la dificultad de que los intrones que utilizamos como material 
de construcci6n (actina-1 de arroz y ubiquitina-1 de maiz) tienen un alto contenido de GC, 
estructuras secundarias complejas con abundantes tallos, y sus puntos de ramification 
cercanos al aceptor AG del sitio de procesamiento 3' poseen secuencias alejadas del 
consenso, por lo que dificilmente estos intrones sean eficientemente procesados en celulas de 
plantas dicotiledoneas. 

A fin de simplifies la estructura secundaria del Exon/Intr6n/Ex6n disefiado por nosotros para 
facilitar su procesamiento en celulas de plantas de cualquier clase, decidimos realizarle 
multiples cambios puntuales de secuencia, asi como insertar en el mismo secuencias tipo 
UUUUUAU que activan el procesamiento (Gniadkowski M; Hemmings-Mieszczak M; 
Klabre U; Liu H.X; Filipowicz W. Nucleic Acids Res. 1996, 24:619-627). Adicionalmente, 
nuestra secuencia quimerica se fusiono al segundo exon y se insert6 dentro del segundo intron 
de la actina-1 de maiz (IVS2), para aprovechar que este es altamente procesable en 
dicotiled6neas (Ej.: tabaco) (Goodall G.J; Filipowicz W. The EMBO Journal 1991, 10:2635- 
2644). La probable estructura secundaria de cada una de las variantes disefladas de nuestro 
ex:on/intr6n/ex6n artificial, fue estudiada mediante analisis con ordenador empleando el 
programa PCFOLD 4.0 (Zuker M. Meth. Enzymology 1989, 180:262-288). Llamamos ART 
al Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial creado por nosotros. 

Como ya se menciono, el segundo componente relevante del objeto de esta invention es un 
potenciador traduccional artificial que se fusion6 a continuaci6n del exon/intr6n quimerico 
para elevar los niveles de la expresion. 

El potenciador artificial de la traduccidn foe disefiado a partir del analisis de las secuencias y 
estructuras secundarias de diferentes lideres virales. De este analisis llegamos a la conclusion 
de que son tres los elementos esenciales en todos estos potenciadores traduccionales: 1) una 
estructura secundaria muy poco compleja; 2) segmentos de secuencia ricos en C y A; 3) 
motivos hom61ogos en mas del 83% a la secuencia consenso HCAYYY (H= C 6 U 6 A; Y= 
C 6 U, ver Tabia 1), expuestos y que con frecuentia se encuentran repetidos y/o en las 
horquillas de estructuras que tienen un tallo con baja temperatura de fusi6n. 

A^(H4:/S/A 0 Y^/S CtUraImente ° 0nSerVadaS en l0S & ^ Qnt0S lideres de var i°s virus 



Lider viral 


Secuencia 


TMV 


ACAUUUAC 


TEV(CIRE-n 


GCAUUCUA 


TEVCCIRE-2) 


UCAUUUCU 


rvo 


L ACCUUUAG 


A1MVCARN3) *j 


UAAUUCG 


A1MV(ARN3) 


ACUUUUC 


PVX 


CCAAUUG 


BMV 


AACAUCGG 


L RSV 


CCAUUCA 


Consenso 


HCAYYY 



A partir de las premisas sefialadas, disenamos un potenciador traduccional artificial en el cual 
secuencias tipo HCAYYY colocadas dentro de sendas estructuras de tallo con horquilla, se 
insertaron dentro de una secuencia de 45 bases rica en C y A. Este potenciador traduccional 
artificial no tiene mas de un 55 % de homologia con los lideres de los virus ARN que 
sirvieron para obtener las premisas teoricas empleadas en su confecci6n, e incluso, no existe 
entre ellos ningun segmento de secuencia de mas de 6 nucle6tidos que sea 100% homologo. 
Por esto podemos afirmar que nuestro potenciador artificial no se deriva de ningun 
potenciador traduccional anteriormente reportado o protegido (EP 0270611), ni contiene 
secuencias directamente derivadas de ellos. 

A nuestro potenciador traduccional quimerico se adicionaron sitios de restriction para 
facilitar su manipulation y la fusion de genes de inters a 61 Finalmente, antes de fusionar el 
nuevo potenciador traduccional al exon/intron artificial que creamos, su funcionalidad foe 
comprobada in vivo, demostrandose que posee la misma capacidad de potenciar la expresidn 
de un gen quimerico que el fragmento Omega del TMV. Llamamos Eureka a este potenciador 
artificial de la traducci6n creado por nosotros (Figura 2). 

Para construir la secuencia promotora objeto de esta invenci6n, se disefio inicialmente un 
promotor base formado por una caja TATA consenso (Joshi CP. Nucleic Acids Res. 1987, 
15:6643-6653) a la que se fusiono la regi6n -24 a -4 (a partir del inicio de transcripci6n) del 
promotor 35S del CaMV, incorporando a continuation la region -5 a +27 del gen actina-1 de 
arroz que proveera el sitio de inicio de la transcription y una region rica en C y A. A 
continuation se fasiond la region +26 a +72 (a partir del inicio de transcripci6n) del gen 
ubiquitina-1 de mafz para proveer regiones ricas en AC y TC respectivamente, que conforman 
un primer ex6n artificial que se uni6 al segundo ex6n de la actina-1 de maiz, 12 bases antes 
del sitio de procesamiento 5' de su intr6n IVS2 y hasta incluir a este ultimo. Multiples 
cambios, adiciones o deletiones de bases se realizaron alrededor de esta zona de uni6n de 
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acuerdo a las predicoiones per c^mputadora, para evitar p os ibles estructeras secundaria* que 
afectaran .a maduractfn de! ARN. El inte6n artificial disefiado per nosotros se constituyo de- 
las pnmeras 54 bases del intrfn IVS2, feionadas a 37 bases de una regi6n 5" del primer 
natron de ubiquitina-! de maiz cortespondiente a las bases de +89 a + 126 a partir del inicio de 
transenpeion, seguidas de 375 bases del primer intron de la actina-1 de arroz ( desde la 
haste la + 477 a partir de! inicio de transcript de este gen), msionadas a 33 
bases de! 3'del in«n de ubiquitina-1 de maiz ( de la position H-,05, haste + 1083 a partir de 
su unco de Unnscripci6n), unidas a la segunda nuted de! in tt 6n IVS2 de la acina-l de maiz 
(de la P osici6n -52 haste la + 5 a partir del sitio de procesamiento V de este intr6n) y a una 
secuencia quimerica de 29 bases conteniendo sitio, de restiicortn y una secuencia consensu 
de nucio de trad„cci6n ( Utcke HA; Chow K.C; Mickel F.S; Moss K.A; Kern H.F; Scheele 
116 BMB ° JOUraal - 1987 - S:43 ^)- ^ secuencia del Exon/Intron/Exon artificial ART 
creado por nosotros se muestra en la Figura 3. Despues de comprobar la procesividad del 
Exou/In.r6n/Ex6n que censtiuimos, mediante pruebas de expresi6n tiansiente en celulas de 
tebaco y arroz, a su exti-emo V fire fusionado el potenciador traducoional Eureka, pudiendo 
apreciarse en la Figura 4 la estiuctura final de la secuencia promote objeto de es,a 
invention (promoter PARTE). 

Se debe destacru que el etanento potenciador ART disenado por nosotros, se mosteo mas 
eficente «o potenciador de la expresi6n genka que el cmuuumente utilizado primer 
20 exon/n*r6n/ex6n del gen actina-, de arroz; siendo e. fragmento Eureka un potenciador 
adicional de su actividad. 

En este trabajo se logra por vez primera ccnfeccionar de forma artificial dos elementos 
genetics muy efieientes como potenciadores de la expresi6n de cualquier secuencia de ADN 
en celulas de plantes transgenics* de cnalquier clase, 1„ que demuestra la validez de los 
preceptes ,e6ricos en los que nos nemos baaado. Por primera vez tembien se logra que un 
tntion artificial con un crmtenido de AT menor de 52 % sea adeeuadamente procesado en 
celulas de plantes dicotiledoneas, y que pronmeva en ellaa alia actividad 1MB de la expresi6n 
Tambten constiteye urn, novedad ,a constiucu,6n de un potenciador tiaducuional 
30 ^ ^ *— * y Na homology con los Uderes de los virus 

Diferentes regiones acivadoraa de la transcript fireron msionadas 5' a la secuencia 
promotora objeto de este invent. Asi, la region -43 a -310 (a partir del inicio de 
transenpemn) del gen actina-, de arroz fee colocada 5' a nues.ro promoter PARTE, como S e 
muestra en la Figura 5, para fonnar la region promotora APARTE, a la eual se agregaron 
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r 0 «r 0 r de te ,ranscripci6n dei ap ° < b ^ ^ <*» N . H . s*» 

1990, 2S0»*-966), as, rom0 un fragmeMo de JJ6 _ fc fc ^ ^ ^ • 
ub.qu. ma-, de mal z (de -299 a -855 a pa* de! inicio de .ranscripcion) para dar finahnente 
lugar al promoter U3ARTE, cuya es.ruc.ura se muestta en la Figure 6 
Muehaa o«raa variant de seoueoeiaa promoteraa fUeron conslruidas a partr de tea elementos 
geneucos descites (ver Figure 7), y todas eUas demoararon su fuucionalidad en ensayos /„ 
v.vo, cmprobandose el efecte sinergico sobre la expresten de tedos los P o«enciadores y 
regiones activadoras empleadas. 

El elemente or-, empleado eu nuestras cousmrcciones como poteuoiador de la «ranscripci6n 

(ver F.gura 6) posee uu diseno novedoso por cuante dene menus de uu 50 % de homologia 

con el potenciador palindrdmico de la octepine staasa ( Ellis J.G; Llewellyn D.J; Walker J C 

Dennis E.S; Peacock W.J. EMBO J. 198 7, 6:3203-3208; EP0278659), no es identioo (menos 

de un 85 % de identidad) a ninguna de las variantes de este .ipo de secuencias reivindicadas a 

parte del estedio heeho por Ellis y colaboradores (Bouchez D; Tokuhisa J.G; Llewellyn D J- 

D^U , E.S; EUis J.G. EMBO J. 1989, 8:4,97-4204; USPat 5,837,849), y , os m o«iv„s 

TGACG present en e, se encuentran den.ro de un comexte de seeueneias flanquean.es 
unico. 



Es unponante resetter que si bien e, promoter de, gen acUna-, de arxoz ha side descrtto y 
uhhzado para expresax diferen.es genes (McElroy D; Zhang W; Cao J; Wu R. Plant Cel, 
1990, 2:163-17,; WO9.09948), nuesho ^abajo reve,a por vez primera la aetividad 
PC encudom de la transcript de la region 5' del mismo y su uso como potenciador 
heterologo de la transcripci6n. De la misma ibrma, annque el uso de la regi6n 5' activadora 
de la transcript del promoter ubiqunina-1 de maiz ha side reivindieada (EF0342926) el 
flagmente de 556 bases emp.eado por nosotros no conuene los elementes de "caja de choque 
•ermmo que se han definido como eaenciale. para ,a nmcionaUdad de es«e po.enciador (se 
encuenunn enfre las posicionea -,88 y -214 de la secuencia de este promoter), y por ,o tente 
es ongmal y no obvia la acuvidad polenciadora de ,a transcript de la ^ del 
promotor ubiquitina que utilizamos. 

El promoter PARTE <ue tambMn tesionado a un pequeno flagnrente de 2,4 bases que se 
correaponde eon ,a region -3 1 a -245 a partir de, inicio de «rauscripci6n de, gen g luB-l de 
arroz (Takaiwa F; Oono K; Kate A. P,an, Mol. Biol. ,99,, ,6:49-58) para former la nueva 
regtfn promotera GARTE ( Figure 8). Ensayoa de expreai6„ .ransiente demosunron que e. 
nuevo promoter aruflcia, GARTE es attamente eflciente para expresar secuencias de ADN en 
el endospermo de semillas. 
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Asi concluimos que la combination foncional de todo, , 

active™ c ' j , todos estos elementos quhnencos 

21 tramcripcion M novedosa y de utUidad — — 

~ ,u ; T a lograr 81108 **- de expresi6n de — - * ^ - <*- 

vegetales, tndependtentemente de la ctoe a las cuales ellas pertenezcan 

" TIT T regkmes acavadoras 5 ' de diferentes ~ »— - «- - 

« objeto de e S .a invenci6n a fin de .ograr altos nivelea de expresion y/o conferir a la 

expreaion capacidad de respuesta temporal, 6rgano, o tejido especifica 

Para alguien con experiencia en las tecnicas de la ingenierla geneta, lo aquf descrito !e 

.0 Z1T d 7 ^ y 6,1 - - W- — «*> 

promo or de la transcripcian en cehrlas de planraa, para potenciar .a rtanacripcian/traducciaa 
de cualmner secuencia de ADN en celulas vegetales monoconled6nea S o dicotileddneaa 

eTH 7™ ,e6riC ° S ' **° de ^ «*""«*»* *» » Uevaron a. diseno 
ART y Eurexa, pueden ser empleados por aiguien eon experiencia en lecnicas de biologia 
molecular para confeccionar nuevos potenciadores de la expresion de secnencias de ADN en 
15 celulas de plantas. 

C^erando e, gran deaarroUo alcanzado por la ingenieria genetica de laa plantas en Ua do S 
nlfimas deeadas, es obvo q ue el promoter objeto de etfa invenei6n acoplado a un gen 
cuaionrera y a una secuencia terminadora de ,a transcripcian pnede ser insertado en un velr 

20 2 d T"? 8m6tica de c6,ulas vege,ales ' y mediante «— «- y * 

probada efioaera obtener plantaa transgenics* que expresen el gen en cuestion 

Por un vector para la transformacian genetica se enfiende en earn solicited, una mo.icula de 

vebrculo portador para unroducir en una eetola vegeta, cualquier fiagmenro de ADN 
previamente msertado en ella. 
25 Description de las Figuras 

Figure .. Secueneias de los genes aetina-, de arro 2 (Ac,), ubiquinna-1 de maiz (Ubi) y 
™ « de malz (Stenn) a parfir del inieio de la transcripcian Se m„e«ra Zil 

en ellas de mottvos de secueneias comunes y repetidos (subrayados) 

IZ\ X del POten0iad0r tradUCd °- mI BUREKA - —do ana 

elementos relevantes y 1 OT sitios de restrieci6n incluldos 

Kgura 3. Secuencia del Ex6n/Intr6n*x6n artificial ART, mostrando el origen de cada nno de 
- ftagmentoa componentea (el in fr 6n artificial e 5ta en minuscula,; subrayadas dobles eatin 
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las bases inseriadas para crear secuencias tipo UUUtJUAU; „ seflalan ^ ^ de 
restnccion relevantes (subrayados simples)). 

Figura 4. Estructura primaria del objeto de esta invention (promotor PARTE), mostrando el 
promotor base unido al Ex6n/Intr6n/Ex6n ART y al potenciador traduccional Eureka (en 
mmusculas italicas el promotor, y en simples minusculas el intron; los exones estan en 
mayusculas; se sefialan algunos sitios de restricci6n rel e vantes(subrayados), la caja TATA 
esta doblemente subrayada, y el cod6n de inicio de traduction esta en negritas). 
Figura 5. Estructura primaria del promotor APARTE, mostrando la regi6n 5' reguladora de la 
express del gen actina-1 de arroz (region -43 a -3 10 a partir del inicio de transcripci6n, en 
mayusculas-italicas) unida al promotor PARTE (en minusculas italicas el promotor y en 
sunples minusculas el intr6n; los exones estan en mayusculas; se sefialan algunos sitios de 
restrict relevantes (subrayados), la caja TATA esta doblemente subrayada, y el cod6n de 
inicio de traducci6n esta en negritas). 

Figura 6. Estructura primaria del promotor ID ARTE, mostrando sua elementos componentes- 
regrdn de -299 a -855 a partir del inicio de transcripcidn del gen »tt-l de maiz en 
mayusculas; potenciador de la transcripcidn tipo as-1, en rnayusculas-negritas; regidn -43 a - 
310 a pastor de! inicio de transcripcidn del gen ac,-l de arroz, en maydscmas-italtcas- 
promotor PARTE en minusculas (en doble subrayado U caja TATA, en italicas e! intrdn 
ART, y en subrayado simple el inicio de traduccidn)). 

Figura 7. Variantes de promotores con los elementos potenciadores objetos de sta invencidn 
A: 35SBureka ; B: 35SART; C: 35SARTE; D: PARTE; E; APARTE; F: 2A1PARTE O 
2APARTE; H; U3ARTE.@Promotor 35S (1.3Kb);g Potenciador tiaduccional Eureka- ' 
W|Ex6n/In«r6n/E*dn ART; H^deo promotor artificial; [] Regidn 5'activadora del gen 
actina-1 de arroz (-43 a -221); 0 Regidn 5'activadora del gen actina-1 de arroz (-226 a - 
310);^ ASP (Potenciador tipo as-1); g Regidn 5'activadora del promotor ubiquitina-1 de 
maiz (-299 a -855). 

Figura 8. Esttuctura primaria del promotor GARTE, mostrando sus elementos componentes- 
regrdn de -31 a -245 a partir del inicio de transcripcidn del gen g/„B-l de arroz en 
maydscnlas-halicas; promotor PARTE (en minuscnlas italicas el promotor, y en sunples 
nunusculas el intrdn; los exones estan en maydsculas; se senalan algunos sitios de restriccidn 
relevantes (subrayados), la caja TATA esta doblemente subrayada, y el coddn de inicio de 
traduccidn esta en negritas). 
Figura 9. Mapa del pUC-GUSint. 
Figura 10. Mapa delpBPFn7. 
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Figura 11. Mapa del P BPFAl9-linker. 

1^ D ; m ° StraCi6n C ° m ^ ativa P- tincion histoquinuca con X-Gluc de la 

*r los elementos *** y Eureta en c ^ ias * — — * ~n 

> bom bardeocoiimicroproyectUesacelerados. 
Deposito de microorganismos 

^ p^doa pCEURGUSin,; pC-ARTEGUSint; pGARTBGUSin, y pC-U3ARTEGUSint 
fceron depos.«ados bajo e, Tratado de Budapes, para ,a proteccidn de M™^,, en el 

fecbT n C0UeCti0nS ° f Mta ™*-^ 0>CCM> con ,„s ^ de acces0 y 

fecha de depdsito pendientes. y 

EJEMPLOS DE REALIZACION 

Hr N °' 1: 1 C ° nStrUCd4n * "» — «- cnattuventea de »„ sist , ma 
q».n,e„c para la expreslon de aecnenciaa de ADN en ce.ulas de ptatas 

Todosloa ftagn.en.oa de ADN q „e se a^aron & eron creados eon coheaivos . 

Trio* ° de endonucieasas tip ° n para ^ )a ™ ~ 

a) Clonaje del potenciador traduccional Eureka 

^TrZ"^ " ^ P>reS ^ m — ^ Po,«neiad„ r .reduccional 
Eureta (SEQ ID NO: 1), &e Conado en e! veoor pB.ue 5 crip« n SK (Stratagene, USA) 
P—nte d,gerido con !aa enzUnaa M y aprovechando que en 
^>en.o de AON a^edco ae n.cn.eron e*ren.o s coneaivos con ambaa ell dl 

rea ta cc 1 onE I plaa mi dore S u I u fflte deea«ec 1 onaie&enon,bradopBS-E„reta 
b) Enaamblaje del Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART 

I 6 **" ART ae con«n,v6 n.edian.e clonacion . partir de 

uno a conta.ao.6n de otro, !os ftagn.en.oa de ADN disenadoa. Ioicialn,en«e e. ftagn>ento 

E*on y pane del Jntion artificial, ft.e elonado en e. vector pBfceacHp, n SK digeri o ZZ 

zzTm y r p ? ^ * pbs - acu a — - - 
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ZT\T ertado 6,1 el pUmido pbs - acua * w - - «— 

B<mm y Sad, para producir el pUsmido pBS-AcUAcU 

M inaerfcu en el p,asmido pBS-AcUAcU digerido eon y ^ el fragmento MT (SEQ 
d II ' M rf„t e ' EX6n/Illtr6a/Ex6n «"*» ^ (SEQ n> NO: 6), conformandose 

BtaZtn Pltalaria **• SMM » ** « -cor 

puiueScnpt n se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 7. 

c) Construcci6n del promoter PARTE. 

Para la construocion de la secuencia promotora objeto de esta invenci6n (promotor PARTE) 
se obtuvo medtante digea«6n XHol - Ps* de, plfcmido pBS-ART e. fragmento de ADN que 
7T d P T! r 1,386 y ,0d ° " «T sin su regtfn 3 inser.a.do.o en 

:T a " °° n estas — ■ *— - ei 

pPARTE ? lg ur a 4, Ftgura 7D), cuya secuencia entre los sitioa EcoK y Sacl se muestra en „ 
secuencia SEQ ID NO: 9. 
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Ejemp,. No. 2: Den,os«raci6n de la funcionaHdad d« los potenciadores Eureka y ART en 
celulas vegetales. J 

a) Funtionalidad del potenciador traduccional Eureka en celulas de tabaco 
Para verMcar el poder potenciador de Eureka en celulas de tabaco y arroz se realizaron una 
M serie de constructions geneticas auxiliares. 

(G^ntX ft. ob.en.do mediante digesu6n - Sac! a partir del plfcnudo pUC-GUSint 
(Ftgura 9), y donado en estos miamos siuos del plasmido pBS-Eureka, para dar lugar al 
vector pBS-EtlRGUSlnt. Este ultimo pla^do nre digerido a continual eon laa enlaa 
- My SOU y tratado con la nueleasa SI para obtener el plasmido pBS-AEURGUSin,; del cual 
se obmvo, mediante digesuon XHol - Kpnl, un de ^ „ ^ 

Eureka ftsmnado al gen GUSin, ,ue se inserm en e. veotor pBPMT (Figura 10). De esta 
fcrnta obtuvimos el vector pBPF-BURGUSin, (Figma 7A), en e. cnal la expresi6n del gen 

"tLTcrir de ia " ^ ^ " ^*<~ 

Como control para la evaluaci6n de la expresibn de la ccnsttucoion pBPF-EURGUSint se 
consul el plasmido pBPFfl-GUSin,, clonando el gen GUSint, obtenldo del pUC-GUSint 
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rrr y**. saa 1 Henow y entre ,os sw ° s *- » *- « ~- 1™ 

.a I r ^ PBPF - EUR ° USte «*» - - del potenciado Eureka,' 

la expreston del gen GUSin, e S .a bajo el control del potenciador Omega del W 

Otro p.aamido conu-o. S e consttuyo mediante la eluninaci6n de, potenciador Omega de ,a 
—on pBPFn-GUSint, p„ r dige St i6n con XHol - u^nnuento „ Klenow y re- 
cu-culanzacon del pbbmido, para obtener el vector pBPF-GUStot 

De lea pUsnudoa pBPFn-GUSint, pBPF-GUShd, y pBPF-EURGUSint fueron obtenidoa 
medtante dtge^n con HMB. ,os easels para la expreaion de. gen GUSin, en plantas- estos' 
caaetes se c Won en el vector binario PCAMBIA2300, para dar lugar a L pUarmdl 
bmar.os pC-n7GUSin, pC-GUSin, y pC-EUROUSint, respecuvanreme 

ZZZ de ta T cir ios plimidos biMrios ob,Mid ° s * ia — * * *■»**» 

«A4404 procedunoa a ensayar la funcionalidad de, potenciador Eureka mediante nn 

An An G. Plan, Ph ysiol . ,985, 7 9: 5o8-570) con algunas modificacionea Despuea de 
coculfva, duran«e 4 dias ,aa celulaa de labaco con el A^aCenun, p OItador de Md v ^ 

Pta, reporter gene,: the GUS gene &si on sys.enr J„ : Jx Seflow ^ ^ 

VOU0, Plenum PnbUabing Corporal. p.247-263) para determinar ,a acTdad B 

ginenrontdaaa (GUS) „ en ,aa miamaa Cada esperimen.o S e rea^a por 

5 repneaa por consiruccion cada ve^ y ,oa resuUadoa ae ,nne S «ran en ,a siguieme la. 

WU. X DentoatracWn de la funcionaUdad de, potenciador tradncoional Eureka en celulaa de 
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pC-GUSint 
1.93+1.17 
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pC 
Q7GUSint 
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EURGUSint 
7.50+2.60 
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21.1±6.1 



Relacion 
Eureka /Q 

1.04 



1.31 
0.64 



Media de 
relacion 
Eureka / Q 

1.00+0.33 
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agn.fica.rvaa en cuanto a la actividad potenciadora del fragmento Eureka y ,a del lider 
Omega del TMV, por ,o ,ue ae detnueatra q „e nemos logrado por vez primel n 

~: TT^T AsI se — - — » — 

ZelTe *" 65 ^ ' m eWM0 - ^ficativaa 

proptedadea potenctadoraa de ,a traduccian de laa secuencias de ADM m.ionadaa a 



continuaci6n de el en direction 3', mediante la combination de regiones de secuencias ricas 
en C y A, con secuencias homologas al motivo HCAYYY (H=C/T/A; Y=C/T) 
b) Funcionalidad del Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART en celulas de tabaco. 
Para comprobar la funcionalidad del elemento ART en celulas de tabaco, inicialmente se 
obtuvo el fragmento GUSint del pUC-GUSint mediante digesti6n con Afcol - Sad , y se clono 
en el pBS-ART digerido con estas mismas enzimas, para dar lugar al plasmido pBS- 
ARTGUSint. Seguidamente, este ultimo plasmido foe digerido con Sail - BglH y tratado con 
nucleasa SI, para dar lugar al pB S- AARTGUSint, de donde el fragmento ARTGUSint foe 
obtenido por digestion Xhol - Kpnl y clonado en el vector pBPFQ7 digerido con las mismas 
enzimas, obteniendose el plasmido pBPF ARTGUSint (Figura 7B), donde la expresi6n del gen 
gus esta bajo el control del promotor 35S del CaMV (version de 1.3 Kb), el Exon/Intron/Exon 
ART y las seflales de termination de la transcription del gen nos de A tumefaciens (Tnos). 
Del plasmido pBS-AARTGUSint, foe obtenida mediante digestidn Xhol - Pstl, la banda que 
contiene el elemento ART y la misma se fosiono al vector PBS-EURGUSint digerido de la 
misma forma, para obtener el plasmido pB S-ARTEGUSint. De este ultimo plasmido se 
obtuvo por digestion Jftol - Kpnl un fragmento de ADN conteniendo el gen GUSint bajo las 
sefiales de los elementos geneticos ART y Eureka, que se introdujo en el vector pBPF£i7 
digerido de igual forma, para producir el plasmido pBPFARTEGUSint (Figura 7C). 
De los plasmidos pBPFARTGUSint y pBPFARTEGUSint foeron obtenidos, mediante 
digestion con Hintim, los casetes para la expresion del gen GUSint en plantas; estos casetes 
se clonaron en el vector binario pCAMBIA2300, para dar lugar a los plasmidos binarios pC- 
ARTGUSint y pC-ARTEGUSint, respectivamente. 

Despues de introducir los plasmidos binarios obtenidos en la cepa de Agrobacterium 

tumefaciens LBA4404, procedimos a ensayar la funcionalidad del potenciador Eureka en 

experimentos de expresion transitoria empleando celulas de tabaco NT1, segun se describio 

en la seccidn (a) de este mismo Ejemplo. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3 Demostracion de la fontionaUdad de los elementos geneticos ART y Eureka en 
celulas de tabaco. 
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4.39±0.96 
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1,63±0.33 


5.57±0.29 
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Los resultados de la evaluacion de la fuacionalidad de ART en celulas d e t k „ 

que el intMn art ;fl • i ceiulas de tabaco demuestran 

itr ae plantas (en este caso ehSd H^i r^A^r. as 

GUSinrt „ • ^ " UM Se ° UenCia CU " , « uiera de («qui el gen 

GUStnt), para mcrementar la transcrip^traduccidn de esta ultima 

c) Funcionahdad de los potenciadores Eureka y ART en ceiulas de arroz 

Un grupo de nuevas condone* lueron reatizadas para probar .a funcionaiidad de nuestros 

««— - ce,u,as de P ,antas monocotiledaneas. Xnlciaimente, e, fiaglnl 
15 Xhol - del plasmido pBPFARTGTT«!int ♦ • . rragmento 

^on/lntron ART, fue insertado en el vector pBPFA19-lmker (Ffgura 111 

^ TIT ^ ^ Pl4Smid ° " to 61 de ,a 

actina- de arroz, presenfe en el pBPFA,9-finker, p„ r e, Cemenfo artificial ART ouedando 

•0 como ,o, otios efemenfos regufadores de ,a e*presi6n el promotor ouimerico A 9,^ 

— en ,a combinaci6n de, potenciador tipo », de ,a octopJsinJ^I 

untdo a, promotor 353 de, CaMV (version de 400 p b)) y „ termimdor de „ 

5 v^rX-FA^'L 6 ^^ 1 ■ ^ Pl4Smid ° **™«*>**. - olonada en e, 
vector pBPFAlS-lntker, para obfene, Ia construction pBPFA19ARTEGUSint 
Adtconalmente, una constntccion control pBPFA19GUSin, A19ARTEGUSint 
fingmemo GUSin.de, plasmido oUC Gn/, , ^ '""^ " 

y&cIOttonU h , dv « to 'PBI>FA19.1inkerdigeridocon^ 0l 
y iacl Otro pfasnudo empleado como control fue el pBPFn-GUSint 

La evaluaci6n cualitativa de la capacidad de ART „ n..„i. 
i . , . F«"uau ae «tl y Eureka como potenciadorea rir l> 

1 expresidn genica en ceiulas de arroz. ae r«„li,A m ~r . tenciaaores de la 

callos de ,a varied,,. - „• » 7 ° e e '* resi6 '' <™»Mv. en 

75, 18.659), 0.,g/L de nuo-xnostfof; Hid ro Uzado de casefna 1 g/L ; 2,4 D a 2mg/L; 
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15 



Sacarosa 30g^ Fitage, 3g /L, pH 5.7). La transform se reaUzo por bombards con 
mrcroproyecrilea; y antes del bombardeo los caUos se aubcuWvaron en el medio N6-2 
suplementado con 0.4 M de manitol para el pre-tratamiento osmotic, Lo s microproyectiles 
para el bombardeo se preparan empleando particulas esf&icas dc oro de 1 urn (BioRad) 
segtia protoco.o pubticado (Russell D.R., Wallace K.M., Bathe J.H., y otios. Plant Cell Rep' 
1993, 12:165-169). La tranaformacidn S e realiza empleando el sistema PDS-1000/He de 
Brorad. Para el disparo se colocan 30 caUoa en el centio de !a place para ser bombardeadoa 
con laa siguieo.es condiciones: 1 !00 psi de presidn, 6 cm de diatancia y nn disparo por place 
DespmSs del disparo los callos permanecen en el miamo medio osmbtico por 16 horaa en la 
oscundad y a continuacion se subcultivan 2 dies en medio N6-2 sin manitol. La actividad 
GUS e S revelada con X-Gluc segun el mftodo histoquimico (Jefferson RA. 1988 Plant 
reporter genes: the GUS gene fusion system. /„: J.K. Setiow (Ed), Genetic Engineering 
Vol. 10, Plenum Publishing Corporation, p.247-263). La evaluaci6n se realiza con la ayuda de 
on eatereomicroscopio mediantc e! conteo de los juntos y zonaa tenidas de azul en cada callo 
(Frgura 12). Los resultados obtenidos despot de 4 experiment con 3 rtpUcas ae muestran a 
continuaci6n en la Tabla 4. 
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c^de^"" 1 COmPaIatiVa de 13 ««*»-*«> * loa elementos ART y Eureka en 



Experiment*) 



n 



m 

IV 



Media+DS 



pBPFQ- 
GUSint 



40 
43 



33 
27 



36±6 



% de callos con zonas v puntos azules 



pBPFAl 9GUSint 



60 
80 



70 
83 



73±8 



pAl 9ARTGUSint 



100 
93 



87 
93 



93±3 



pAl 9ARTEGUSint 



100 
97 



90 
90 



94±4 



Como se puede apreciar, estos resultados experimental confirman tambien la funcionaUdad 
de ART y Eureka como elementos potenciadores de la expresion genica en celulas de plantas 
monocotiledoneas. Es importante resaltar que en nuestros ensayos, la actividad IME 
demostrada por el Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART (p Al 9 ARTGUSint) foe superior a la del 
pnmer exon/intron/exon de la actina-1 de arroz (pBPFAl 9GUSint), siendo este ultimo un 
elemento genetico de reconocida capacidad potenciadora de la expresi6n genica 
Adxcxonalmente, aunque en nuestros experiment no se observa una apreciable diferencia 
entre los resultados obtenidos con las construcciones p A 1 9 ARTGUSint y 
30 pAl 9ARTEGUSint, si observamos la Figura 12 podremos notar que la presencia de 
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fragment Eureka en es,a uninra cousin aumenla signfficauva.nenre la expresi6n y a 
X-Gluc en lo S callos bombardeados con el pA19ARTEGUSint 

5 IT? ^ COnC ' USi6n ' ^ d ™ EjemP '° dem — S " * >os 

STT ~ " M ^ " — P— — de U express genica 2 

~ " - que esros 

polenc^ores son aKa-nen* eficien.es e inere-nentan ,„ s de expresi6 „ 

u^pend.en.en.en.e de, „r a „ sean fcsionados ^ p ^ 

demostramos que ART y Eureka pueden con.bina.se para de fonna sinergica poplar aun 
10 mas la expreabn de aquellos genes colocados bajo ellos 

Nueva.en.e se den.ues.ra que ART y Eureka pueden ser pueden ser funcionabnente 
— en«re cnajquier promoter active en cehtias de p,antas (e, A.9 por ejempio) y una 
secuencia cualquiera de ADN (el cren Ctn<!i n *\ ■ 

de esta ultima. % ^ mCrementar " "—Whtatato 

■5 EJemplo N.. 3: VaHan.es de, sls.en.a de « lpres ,6n PARTE, emp.eando d,fere„«es 
regiones 5" actrvadoras de ,a transcripcMn. 

a) Adioion a, promotor PARTE de la regi6n 5" acfivadora de U transcripcibn de, gen acta-, 

Para fusionar en * a, promoter PARTE la regibn 5' acfivadora de la transcripcion del gen 
.0 acuna-l e moz , e. p,asnudo pPARTE fite digerido eon las enzimas EcoRI y jLv y enl 
« e, .agnrenlo de ADN sin,efico En-Acl (de -43 a -221 a pair de, bfil * 
franscnpcton de, gen acfina-, de arroa; SEQ ZD NO: ,0) eon ettremos que figan cnn ,as 
— en cuesfcbn. A si obtuvimos e, piasnfido pAlPARTE, e, cual se digirio oon^RV y 
MDI para msertade e, fragment de ADN sinreuco En-Ae2 (-226 a -3 ,0 a partir de, inicio 

acnvadora de, promoter de, gen acfina-1 de arroz, y obtenenros asi e. p.^do pAPARTE 
<?.gura 5, Hgura 7E) cnya seoueneia nucleofidica entre ,os sifios *i„dm y Sact se Lestra en 
la secuencia SEQ ID NO: 12. 

H ptaudc , pAlPARTE se digiria con^I y Saa y en e, se msertb e, fiagmemo Lfico de 

et^r t seq ro no: i3) - - p ° see ^ ^ - - * — 

mpleadas y codule. para una secuencia porenciadora de 1. .ranscr^n upo », 
p oduaendo de esb, fomra ,a cnns^ccibn pASPAAlPARTE. Bsle unbno piasLo fbe 
Agendo con «ado con nuCeasa „ y vnebo a digerir con Ps tt para obtenerl 



fragmento de ADN de aproximadamente 900 pares de bases que foe clonado en el vector 
pAl PARTE digerido con Nrul y Psil, para finalmente obtener el plasmido pASPAlPARTE, 
que tiene insertado el potenciador ASP en el sitio Nrul de la regi6n 5' activadora de la 
transcription de la actina-1 de arroz. Mediante digestion EcoKV - Xhol, se inserto un 
5 segundo potenciador ASP al plasmido pASPAlPARTE, para obtener el vector p2AlPARTE 
(ver secuencia nucleotidica de este plasmido entre los sitios Kpnl y Sacl en la secuencia SEQ 
ID NO: 14),Figura7F. 

Al plasmido pASPAlPARTE, se insert6 el fragmento sintetico En-Ac2, tal y como se hizo al 
plasmido pAlPARTE, y obtuvimos la construction pASPAPARTE a la que un segundo 
10 potenciador ASP se insert6 mediante digesti6n EcoKV - Sail obteniendose finalmente el 
vector p2APARTE (Figura 7G). La secuencia nucleotidica del p2APARTE entre los sitios 
Sail y Sacl se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 15. 

c) Construcci6n del promotor U3 ARTE. 

Initialmente se amplified mediante reaction en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los 

15 oligonucleotides cebadores Oli-Ul (SEQ ID NO: 16) y OU-U2 (SEQ ID NO: 17), un 
fragmento de ADN de aproximadamente 395 pb correspondiente a la region de -299 hasta - 
680 a partir del initio de transcription del gen ubi-1 de maiz). El fragmento amplificado se 
digirio con las enzimas Kpnl y Xhol (sitios ambos incluidos en los cebadores) y clono en el 
vector pBluescript II SK, igualmente procesado, para obtener la construccidn pBS-Ubil. 

20 Seguidamente, un fragmento sintetico de ADN (En-U2) que codifica para la region de -680 
hasta -855 del gen ubi-l de maiz ( secuencia SEQ ID NO: 18) fixe clonado en el vector pBS- 
Ubil digerido con las enzimas Ncol y Kpnl, conformandose la construction pBS-Ubi2 que 
contiene la region 5' activadora de la transcription del promotor ubiquitina-1 de maiz (de - 
299 a -855, secuencia SEQ ID NO: 19). 

25 El fragmento clonado de la regidn 5' activadora de la transcription del gen ubiquitina-1 de 
maiz, que no contiene las "cajas de choque termico", fue obtenido del plasmido pBS-Ubi2 
mediante digesti6n Xhol - Kpnl, e insertado en cis 5' al promotor 2APARTE por digestion 
Sail - Kpnl del vector, para obtener la construction que llamamos plBARTE (Figura 6, 
Figura 7H). La secuencia del vector pU3ARTE entre los sitios Kpnl y Sacl se muestra en la 

30 secuencia SEQ ID NO: 20. 

d) Construcci6n del promotor GARTE. 

Para demostrar la plasticidad del objeto de esta invention, decidimos comprobar que la fusi6n 
al mismo de regiones regulatorias 5' de promotores con respuesta temporal, organo, o tejido 
espetifica, le confrere la capacidad de lograr altos niveles de expresion con estas 
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especfictdad de .a expreaten de la glutelina, fce fusionada en c te y S al promoter PARTE 
Para esto se sintetiao un fragmento de ADN de 214 bases fri m 

rariAn m . " 06 ^ M baaes ( GLU ) ^e se corresponde con la 

-gron -31 a -245 a pamr del inieio de transcripcten del gen g luB-l (SEQ m NO - 21) y 

inr sw : d ; clonaje - para en ei ~° ™ « ^2 

^ ^ VeC,OT POARTE ft cuva ealrucrun, prima™ entre ,„s sine 

Xho\ y Sad se muestra en la secuencia SEQ ID NO- 22 

pr^^;?r lidad de ,as - «- *— - -p— 

rAKlJL en celulas de tabaco y arroz. 

Para evaluar en celutea de p,an,aa n^nocotiteddneas y dicotUedoneas lo S niveles de expreai6n 

r P^Te" ; ^ C -™*- ^TE, P2A1PARTE, p2APARTE 

L^™,r a ~"" VeCt ° reS bto " 1 » PC-APARTEGUSinr, pC 

2AlPARTEGUSint, pC-2APARTEGUSint y pC-U3ARTEGUSint. 
a) Ensayo en tabaco. 

P L C-U3^™ : f^™^ PC^PARIBOUSH PC-2AP ARTEGUSint y 
pC-U3ARTEGUSint foeron introducidos a c&ula* ^ , ✓ • 

v,iuus> a cemias de A. tumefaciens para realizar 

a el Ejempte No.2. Como p )4smi do control se empled e, pC-GGSln, donde „ 
express del gen ^ e*a bajo e! contro. del promoter 35S del CaMV (versten de ,3Kb), 
Tnos. u- experimentos se reason por dnpncado (oen einco repOcas pL 
eada tratamtento) y tea rearhados ob^nidos se mnearaa en la siguiente labia- 




Es evtdente q ue nuestros resultados corroboran la nmctenalidad de las diferentes variantes 

~d S ! bje, ° ^ ** —* - - 

aettvtdad del nusmo en dependenoia de ,as reglones 5- aonvaderaa de la transcript que 



sean fiisionadas a PARTE. Es de resaltar que con nuestras construcciones geneticas logramos 
en celulas de plantas dicotiledoneas niveles de expresidn superiores a los alcanzados por el 
promotor natural 35S del Vims del Mosaico de la Coliflor. 
b) Ensayo en arroz. 

5 Los vectores binarios pC-APARTEGUSint, pC-2AlPARTEGUSint, pC-2APARTEGUSint y 
pC-U3ARTEGUSint fueron bombardeados a callos de arroz segun se describio en la secci6n 
(c) del Ejemplo No. 2, para evaluar la actividad de los diferentes promotores PARTE en 
celulas de plantas monocotiledoneas mediante ensayos de expresion transiente. 
Como plasmido control se emple6 el pActl-F (McElroy D; Zhang W; Cao J; Wu R Plant 
10 Cell 1990, 2:163-171) donde la expresi6n del gen gus esta bajo el control del promotor del 
gen actina-1 de arroz y el terminador Tnos. De este plasmido se extrajo el casete de 
expresion mediante digestion Kpnl -Xba\ y se insert6 en el plasmido binario pCAMBIA2300 
digerido con estas mismas enzimas, para producir el vector pC-ActlF. 

Los experimentos de bombardeo se realizaron por triplicado con 3 replicas para cada 
1 5 construction a evaluar. Los resultados obtenidos se muestran el la siguiente tabla: 

Tabla 6. Funcionalidad de diferentes variantes del sistema de expresi6n PARTE en celulas de arroz. 



Experimento 


% de callos con zonas y puntos azules 


pC- 
ActlF 


pC- ^ 
APARTE 
GUSint 


pC- 
2A1 PARTE 
GUSint 


pC- 
2APARTE 
GUSint 


pC- 
U3ARTE 
GUSint 


I 


67 


73 


92 


100 


100 


n 


63 


88 


95 


91 


92 


in 


81 


85 


90 


87 


100 


Media±DS 


70±4 


82±6 


92±2 


93±5 


97+4 



20 Los resultados que muestra la tabla anterior certifican la funcionalidad de las diferentes 
variantes del promotor PARTE en celulas de plantas monocotiledoneas, lograndose con ellas 
niveles de expresion superiores al promotor natural del gen actina-1 de arroz. Asi, se 
corrobora la utilidad del objeto de la presente invenci6n como herramienta genetica util para 
lograr en celulas de plantas de cualquier clase altos niveles de expresion de cualquier 

25 secuencia de ADN colocada en cis bajo su control, 
c) Ensayo en semillas de arroz. 

Para evaluar la tejido especificidad del promotor GARTE en endospermos de semillas de 
arroz, el fragmento SatL I Klenow - Pstl de aproximadamente 2.5 Kb del vector 
pBPFARTEGUSint, que contiene el fragmento Eureka fusionado al gen GUSint con el 
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terminador nos (Tnos), se clono en el vector dGARTF * 0 -a 

P^TEGUsTT " PMSmid<> C ° ntr01 SUStitUyend ° < ~ GARTE en el 

plasmidopGEM-T-Gh.13 lnmm .,■ 8'uteuna B-l de airoz, obtenido del 

y P ^ MT ^ B - 1 P rom P 0 '*8e S t 1 6n&a- M; <,I.A S lseobtuvoelpGl U OUSint 

v r ac ?: dei p ~ oARra e - — « - w - 

V-S. Hwang ( Hwang Y-S; McOdUr CasS; Hnang N. Plan, Science. 200!, ,07- To) 

^« H er PS1 n , KPiSaS de ' a * ™ ^«a en 

invemadero. El ensayo fluorometrico para detenninar la actividad GI re „ r » 

fterealizadosegtoJefferaondefferaonRA !988 Plan ^ r ! «do S permo S 

* * scow (Bd), ^ B !;:r g « i7;ir;rr s r e&sion 

p 247-263^94 Wo ^ £ „ ' PIemm Publishing Corporation. 

Cdel n, / mbarde ° ^ — * « en e, 

. P S 5 ^ ~ Se — - Table 7 

Tabla 7. PWonalidad de. promote, GARTE en endoapenno de sennit de arroz 



34±9 



20 



25 



30 



Estos resultados confirman que el promotor quimerico GARTE h«ui« , , 
-J- dlaeSadoa por ^ M ^ ^ »^ ------ 

endoapern.0 de sendUaa; ya „ a„n q ne .a secnencia GLU insertada en!, pronTr oIIte 
« -p« de enferir especificldad a !a e„, eUa por „ Mla no garanti aHot,™^ 

™r7;r s 7; d ~^^ 

YamadaK. Plant Mol Biol 1996, 30:1207-1221). 

M4s aiin, los datos mostrados reafirman m.» i. ;„„ • - ., 

ambaalelemento„hi« , S reafirman ^ e ia secuenciaa reguladoras corriente 

aue ta aecuenca, reguUtorias de, promoter GluB-1 inserted, en e, promotor (S 
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como por ejemplo el ataque de patogenos, abi6ticos como heridas, temperaturas, salinidad 
sequia, o a la presencia de detenninadas sustancias quimicas, o a estreses oxidatives, o a 
diferentes estadios de desarroUo de los 6rganos y tejidos de la planta, etc 
Es evidente ademas, que las secuencias de ADN clonadas bajo las sefiales reguladoras objeto 
de esta nwencion pueden ser introduces en c61ulas vegetales e insertadas establemente en 
ellas mediante conocidos metodos biol6gicos o fisico-quixnicos de transformacion, y que a 
parur de estas c61ulas modificadas geneticamente es posible regenerar plantas fertiles en las 
cuales las secuencias de ADN de inters se expresaran convenientemente segun la variante de 
promoter que hayamos fusionado a ella. Asi, la presente invenci6n revela su potencialidad 
para contribuir a la produccion de plantas transgenics con mayores niveles de resistencia a 
Plagas, enfermedades, estreses de diferentes tipos, mayores rendimientos agricolas o 
altamente eficientes en producir compuestos de uso medico o industrial, entre otros. 




Lie. Majatela Vazquez Castillo w V Oj ($ 

Agep*eOficial, CIGB ^ '^RO^ v9 
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LISTA DE SECUENCIAS 
<UO> Centro de I„ ge „i« ia Ge „4 tici , y Biot.onologia 

<120> S^Sf S-SS. 1 - * — — ae 

<130> Promotor artificial 



<140> 0000 
<141> 2002-11-18 

<160> 22 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 86 
20 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 



25 <223 > P o :?™° 

lllhlltt ssSS ST" """"" ' «» 



35 



<210> 2 
<211> 198 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Description de la Secuencia Artificial: 
4q *ragmento smtetico P35AcU. 

<400> 2 

ScSS Sca^f " tg * agC — caaccctacc accaccacca 60 

_ cgcgccgcgc aacacctgg? aaaSaact. ^ CaaC ^ atc tcccccatcc tccctcccgt 120 
45 acaaagatca taactag? aa * at TO<=tg tgcgctcaga tatatatagt gatatgcact 180 



198 



<210> 3 
<211> 231 
50 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

55 <223> * escri P ci6 * la Secuencia Artificial- 
^ Fragmento sintetico I-U/Ac. 1Ilclal - 



60 



<400> 3 

SctS:^ SESS ^I* 0 tctttc "tc tccgtttttt 60 
cccagatcgg tgogcg?tt? ffftttggg ggcgagaggc ggcttogtcg 120 

tgcggccgga ttct^cggg £££££ ™™£ ggtctcggcg «0 
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<210> 4 
<211> 255 
5 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 



10 <223> * escri *> ci6n de la Secuencia Artificial- 
1U Fragmento sintetico I-Ac/U. ^ rCiriclal * 



<400> 4 



M E2 Sff^JS aaatttcgcc atg ~ « 

15 cgtoaggatt .gSgtgctt ££££2 S£S£S tatata "tc tgctgctgct 120 
tcagcattgt tcatcggtag tttttctttt ! gtgggtagaa tttgaatccc 180 

tatactagtg agctc ""tctttt gtcgatgctc accctgttgt ttggtgtttt 240 

255 

20 <210> 5 
<211> 93 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
25 <220> 
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Fragmento sintetico IniT. 

<400> 5 

SEES SSS "" t,toto t * gt ~" t "-— 



60 

93 



<210> 6 
35 <211> 692 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 



<223> Sx6n/^ P ^" n /^ e ^ la Secu ^cia Artificial: 
Exon/Intron/Exon artificial ART. 

<400> 6 

"cJcccccc Scgcg"^ Scarce? cacacaacag atctccccca 60 

agtgatatgc actacalaga tcSaaccaa E"*"**? agatatatat 120 

cttctctctt tctttctccg tSSSStt S?f " CCCCCCCC ccctctctac 180 
tttggggg Cg agaggeggee tcgtcgccca SSS* 0 tCgatcttt 9 ^cttggtag 240 
egggatcteg cggctgjgtc teggeg^gco" Cgttttttta tttggagggg 300 

gatgtggatc tgatccgccg tt g? t ™ !"? g f Ct ^^S^t ggggctctcg 360 
taaacaagat caggaagagg ggaaaagggc ISjjSg? ttc * ccat ^ 420 

gctgctcgtc aggattagat g?gc"Stc it^fKJ a ^ ttata tatttc tg<* 480 
aatccctcag cattgttcat cggtaa??tc SSJ ? ctttttgtgg gtagaatttg 540 
„ tgtttttata ctagtggcta tcctqfcaca rt^ff"? atgctcaccc tgttgtttgg 600 
55 tataactgea ggaaaclaca acaaSacca g * Ctctttgt "aatatctc tgtgtgcagg 660 



45 



50 



<210> 7 
<211> 750 
60 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
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15 
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<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Arti « „i , 
Secuencia del vector £SSSr^£5f ^ ^ 

^ entre los sitios EcoRI y Sad 

<400> 7 

1ST r acccta ~ — - 60 

cgcgccgcgc aacacctggt aagSggcJa Jac^^ 3 ^ tcCcccat <~ tccctcccgt 120 
acaaagatca taactagacc gccgcSccc nlf tatatata S fc gatatgcact 180 

ttotecgttt tttttttccg ?ctcgtctca Itat^ 0 * Ctctacct t ctctcrttct 240 
ggcggcttcg tcgcccaga? cggtgcgcg? jSSStS ttggtagttt ^ggggcgaga 300 
ctgggtctcg gcgtgcggcc ggatLccgc ! S ggaggggcgg gatctcgcgg 360 
tccgccgttg ttggg gg ! ga ?! t gggg^t SSSSS gCtC * Cggat ^ggatctgf 420 
gaagagggga aaagggcact at gg I??aat tt^at"a£a? ^ 9 f acaa ^ fc cag 480 
attagatgtg cttgatcttt ctttcttctt lllJSZ t "ctgctgct gctcgtcagg 540 
tgttcatogg tagtttttot tttgtcgatg etc-"? t ? aattt 9*at ccctcagca? 600 
gtggctatcc tgacacggtc tctrtgrcal J ttttatacta 660 

aacaacaaca ataaccatgg tctagagctc atatCtct ^ gtgcaggtat aactgcagga 720 
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<210> 8 
<211> 757 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Exon/mtron/EKon artificial ARTElf " 
30 <400> 8 

a ^^! a f!! - a — c ctcctccttc 



35 



40 



~v-«^v, a ccacoaccao ctcctcnU-r. 

tcctccctcc cgtcgcgccg cgcaaSct gSaaaa"^ CaCaCaaca ^ atctccccca 60 
agtgatatga actacaaaga tcataact^a ggtaagat *c ctgtgcgctc agatatatat 120 
cttctotctt tctttctccg ttctcttS aCCgC ^ cct cccccccccc ccctctctac 180 
tttgggggcg agaggcggcf tcgtcgccc^ aT.al^ tCgatcttt * gccttggtag III 
cgggatctcg cggctggg tc tcgg^tgcg SS£tS f gttttttta "tgg.gggS 300 
gatgtggatc tgatccgccg t tg tt ggggg J"??!"^ cgcggggaat ggggctctcg 360 
taaacaagat caggaagagg oa L aa !!L agatatgggg cgtttaaaat ttcgccatgc 420 
gctgctcgtc aggattagal ggggZ tat "=tgct 4B0 

aatccctcag cattgttcat cggta g ?ctt £££££ ctttttgtgg gtagaatttg 540 
tgtttttata ctagtggcta tcltgaca'cg gtctcSto? lllTt^ tgttgtt ^ 600 
tataactgca ggaaacaaat tgaacatcat f caaatatctc tgtgtgcagg 660 

tcaatcattt atttgacaac acaacXaac aaccatc CaaCacaaac acaacacaac 720 
45 75 7 
<210> 9 
<211> 815 
<212> ADN 
5Q <213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Secuencia del vector dPARTF =«w T . 

PPARTE entre lo * sitios EcoRI y Sad. 

55 <400> 9 



60 



ocaccacctc ctccScaca caacaca-o tggagCCCCC caaccctacc accaccacca 60 
cgcgccgcgc aacacctggt aagJcaa^ aCaaCagatc tcccccatcc tccctcccgt 120 
acaaagatca taactagacc gclgcccccc till?** 9 * J^-**-* gatatgcact ISO 
ttctccgttt tttttttccg Ltcgtctca ° l° tcta ^t ctctctttct 240 

ggcggcttcg tcgcccaga? cggtgcgcg? tctctS?^ gggggcgaga 30? 

ctgggtctcg gcgtgcggcc gjltt^c III 



29 



tccgccgttg ttgggggaga tatggggcgt tta aaa f.f 

gaagagggga aaagggcact atgg???aat 2?? ? ^ gccat * ctaa acaagatcag 4 80 
attagatgtg cttgatcttt ctttcttc?J fJ?!^ "ctgctgct gctcgtcagg 540 
tgttcatcgg tagtttttot S^cgatg ttt^Tt gaattt ^at ccctcag«? 60S 
5 gtggctatcc tgacacggtc tctttrfSj ^"tggtgt ttttatacta. 660 

aacaaattga acatcattct atcaaScaa cacaatcaS gtgCaggtat aactgcagga 720 
tgacaacaca actaaacaac catggtct^g age?* acacaa <*« atcatttatt 780 

815 

10 <210> 10 
<211> 184 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
15 <220> 

<223> Descripcion de la Secuencia ArH ft ■ i 
Fragmento sintetico S-Acl Artlflclal 5 



<400> 10 



zssssi sssss ssees sss=r? — * a.*,,,*,,, 60 

25 184 

<210> 11 

<211> 94 

<212> ADN 
3q <213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Fragmento sintetico En-Ac2 . ArtXflcial : 

35 <4oo> ii 

gccaacJggc ^tagCtc Sc'Z IIT*^ aCCCaaccca — agtgca 60 

94 

40 <210> 12 
W <211> 1087 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
45 <220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial- 

Secuenc.a del vector pAPARTE ent^ ' sltios ^ 
5q <400> 12 

gcSa'Sggc a^gt^c SST" «» <=cccagtgca 60 

cacgtctcgc agccaaaaaa aaaa^aSa S2££l° C gtgagttgtc cgcaccaccg 120 
tgggtccggg tcgtgggg gc cggaaaa^™ agaaaaaaaa gaaaaagaaa aaacagcagg 180 

55 tttr CtCCg Cttc « aa ? a aKgccc^c StcX ^f^*' Cgagg ^^ ^ 
tttggagccc cccaacccta ccaccaccJc a = Ga " ^atataggaa gttcatttca 300 
acacaacaga tctcccccat cctccSo ScaSo tcctccttca "caacacac 360 
tgtgcgctca gatatatata gtgatacgc! SS?* ^ gcaacacct 9 gtaagatggc 420 
cccccccccc cctctctacc JtJt St SS^ 9 ^ ° a * aacta g a oogaogoJto 480 
cgatctttgg ccttggtaat t ctttctccgt tttttttttc cgtctcatct 54 n 

60 gtttttttS ttgglg^ » cgtcgcccag aLgg^gc SSS 

gcggggaatg gggctctcgg I?gtgga?ft XtSlSS * gg ? gtgogg ccggattctc 660 
gtttaaaatt tcgccatgct aaLXgaS aggaaoaaaa *f tggggga ^tatggggc 720 

9 aggaagaggg gaaaagggca ctatggttta 780 
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t^gtggg- a^ccSagc EES*'? tgctt ^t ttctttcttc 840 

tgctcaccct gttgtttggt gtttttatfc fc^f ? ? Wtagttttt cttttgtcga 900 
aaatatctct gtgtgcaggt a^ctgcJo Cct ^cacgg tctctttgtc 960 

aacacaaaca caacacalct caaSSSJ ??X a * gaacatc ^t =tatcaa?ac 1020 

agagctc cattta tttgacaaca caactaaaca accatggtct 1080 

1 n o n 



<210> 13 
10 <211> 3i 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



15 



20 



<220> 



<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Fragmento sintetico ASP. ^tif lcl al : 

<400> 13 

gtcgactgac gcttcgaatg acgcacatgc c 
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<210> 14 
<211> 1065 
<212> ADN 
25 <213> Secuencia Artificial 

<220> 



30 



<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
Secuencia del vector P 2A1PAMM? ITZ , 

r p^Al PARTE entre los sitios Kpnl y Sad 
<400> 14 

SSSSS SSSS gca^ca^a CatgCCatCa ~gtg.gttg 60 

aaaaacagca ggtgggtccg ggtcgtqaaa a ! 9 aMgaaaaaa aagaaaaaga 120 
35 tcgaatgacg cacatgcccg agcScgaca laalln * cgctgacgct 180 

cgccccccat caattctata tltaggKg? XStSS * CCCtCCgct tccaaagLa 240 
accaccacca ccaccacctc ctccttcJca cm™ J tggagccccc caaccctacc 300 

tccctcccgt cgcgccgcgc aacacctaar' ^ aCaaca g a t<= tcccccatcc 360 

gatatgcact acaaagatca taacSaaS aagatggct g tgcgctcaga tatatatagt 420 
) 40 ctctctttct ttctccgttt tS r° C = CCCC — tetctacctt 480 

F gggggcgaga ggcggcttcg tcgcccaaf? ? atcttt gg<=c ttggtagttt 540 

gatctcgcgg ctgggtctcg gcgtgcgacc allttT^ ttttttatfc t ggaggggcgg 600 
gtggatctga tccgccgttg 5gggaatgg 9 getctcJgS 660 

45 acaagatcag gaagagggga ^ SSSS ££££ EZg£ JJX 

SSS? SSSgg £~ ctttcttctt tttgtgggta gaatttgaat 840 
ttttatacta gtggctatcc tg^cgg^ C * CaCCCtgt ^"tgjtgt 900 

aactgcagga aacaaattga acatca??ct ate!!?! atatctctgt gtgeaggtat 960 
50 atcatttatt tgacaacaL actaS^ ca^ggt^g T^Vc^ ™0 

<210> 15 
<211> H35 
55 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

60 <223> ** SCrip ? i6n de la Secuencia Artificial- 

Secuencia del vector p2APARTE ^Tos sitios m y Sacl 

<400> 15 



gtcgactgac gcttcgaatg acgcacatgc 
caacccaacc caccccagtg cagccaactg 
ccgtgagttg tccgcaccac cgcacgtctc 
aagaaaaaga aaaaacagca ggtgggtccg 
cgctgacgct tcgaatgacg cacatgcccg 
tccaaagaaa cgccccccat caattctata 
caaccctacc accaccacca ccaccacctc 
tcccccatcc tccctcccgt cgcgccgcgc 
tatatatagt gatatgcact acaaagatca 
tctctacctt ctctctttct ttctccgttt 
ttggtagttt gggggcgaga ggcggcttcg 
ggaggggcgg gatctcgcgg ctgggtctcg 
gctctcggat gtggatctga tccgccgttg 
gccatgctaa acaagatcag gaagagggga 
ttctgctgct gctcgtcagg attagatgtg 
gaatttgaat ccctcagcat tgttcatcgg 
tgtttggtgt ttttatacta gtggctatcc 
gtgcaggtat aactgcagga aacaaattga 
acacaactca atcatttatt tgacaacaca 



catccatagc aagcccagcc caacccaacc 60 
gcaaatagtc tccacacccc ggcactatca 120 
gcagccaaaa aaaaaaaaag aaagaaaaaa 180 
ggtcgtgggg gccggaaaag cgaggaggat 240 
agcagcgacg aggccggccc tccctccgct 300 
tataggaagt tcatttcatt tggagccccc 360 
ctccttcaca caacacacac acaacagatc 420 
aacacctggt aagatggctg tgcgctcaga 480 
taactagacc gccgcctccc cccccccccc 540 
tttttttccg tctcgtctcg atctttggcc 600 
tcgcccagat cggtgcgcgt ttttttattt 660 
gcgtgcggcc ggattctcgc ggggaatggg 72 0 
ttgggggaga tatggggcgt ttaaaatttc 780 
aaagggcact atggtttaat ttttatatat 840 
cttgatcttt ctttcttctt tttgtgggta 900 
tagtttttct tttgtcgatg ctcaccctgt 960 
tgacacggtc tctttgtcaa atatctctgt 1020 
acatcattct atcaatacaa cacaaacaca 1080 
actaaacaac catggtctag agctc 1135 



<210> 16 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Oligonucleotide cebador Oli-Ul . 

<400> 16 

gaaggtaccg ccatggtcta aaggacaatt g 



<210> 17 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Oligonucleotide cebador OH-U2 . 

<400> 17 

ctcctcgagg gcgtttaaca ggctggc 



<210> 18 
<211> 186 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico En-U2 . 

<400> 18 

ggtaccgagc attgcatgtc taagttataa aaaattacca catatttttt ttgtcacact 60 

i?iJS? a ? g ^ agtttatc tatctttata catatattta aactttactc tacgaataat 120 

acataa gtacaacaat aatatcagtg ttttagagaa tcatataaat gaacagttag 180 

gg 186 
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<210> 19 
<211> 563 
<212> ADN 
5 <213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial- 
<400> 19 



15 



20 



ssss sssag sss? catatttttt *° 

ataatctata gtacaacaat aatatcartS fcS* ^actttactc tacgaataat 120 

acatggtcta aaggacaatt gagtattft? £2^****" tcatataa *t gaacagttag 180 
gtgtgcatgt gttctccttt ISttScal ISS? 9 * 0 tatcttttt! 240 

tttattagta catccattta gggtttJcaa ttttt Z?2 ctatataat * cttcatccat 300 
tacatctatt ttattctatt t?£cc?rt! «S! g9ttt ttata * a <*a atttttttag 360 
tttttattta ataatttaga taSawSS !t£ ^ctaaaactc tattttagt? 420 

atacccttta agaaattafa aaaaSagg aaacaS^ ag * gactaaa aattaaaLa 480 
ccagcctgtt aaacgccctc gac 9 aaacattttt cttgtttcga gtagataatg 540 



25 <210> 20 

<211> 1692 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
30 <220> 



35 



0 



5 



) 



<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial- 

Secuencxa del vector pU3ARTE entrT^ ' sitios KpnJ y ^ 
<400> 20 

ssas ssss: ssss rsr^ ttgt — « 

X™ sg-gj tS££2 52SS g ~; g SS 

gtgtgcatgt gttctccttt tttSSJS Jtia^ 90 tatctttttl 240 

tttattagta catccattta gggtttfaaa ?tlf? ctatataat * cttcatccat 300 

tacatctatt ttattctatt ??agcctc?a aa^aaf ttata ^cta atttttttag 360 
tttttattta ataatttaga tatSaaSa lit taa ^ aaa actaaaactc tattttagtt 420 
atacccttta agaaattafa aaScJaag? a ^gactaaa aattaaaLa 480 

ccagcctgtt aaacgccctc gac ga g ? JcaaaSa™ Cttg * ttcga gtagataatg 540 
cccagcccaa cccaacccaa cccaacccac cacatgccat ccatagcaag 600 

acaccccggc actatcaccg tgagttatcc acS? **** CCaact ^ca aatagtctc? 660 
aaaaaagaaa gaaaaaaaa? aJIaagJaaa IZ^ ^ acgtcto 9 c * gccaaaaaaa 720 
ggaaaagcga ggaggatcgc tgacg^cg ESSE "gtccgggt cgtgggg gcc 780 
ccggccctcc ctccgcttcc aaaaaiacal ? ^tgcccgagc agcgacgagg 840 

tttcatttgg agccccccaa Sa a c a OC a^ ttcta ^tat aggaag?tca 900 
cacacacaca acagatctcc cccatco? c ScS™ ccacctcctc cttcacacaa 960 
atggctgtgc gctcagatat atatagtgat ff ° gccgcgcaac acctggtaag 1020 

gcctcccccc ccccccctct otaLtSc taESE" aagatCataa cta 9accgcc 1080 
cgtctcgatc tttggccttg otaatfcf«™ tc tttctttc tccgtttttt ttttccgtct 1140 
tgcgcgtttt tttarttggj fSf?! **** -cagaJcgg lli'o 

ttctcgcggg gaatggggct ctcJgitSg SStSES ggtc * Cg S c 9 tgcggccgga 12 60 
ggggcgttta aaatttcgcc atgc?aaacl latZt 9 gccgttgttg ggggagatat 1320 

gtttaatttt tatatatttc tgJSctoc? ^ WWaaaa gggcactatg 1380 

tcttcttttt gtgggtagaa SSjES tcaaca??^ aga * gtgctt 9«tctttett 1440 
gtcgatgctc accctgttgt ttggtgtttt ZltlZl 9 tc * tc M ta 3 tttttctttt 1500 
ttgtcaaata tctctgtgtg caggStaac tall™ * 9 gCtatcct * a cacggtctct 1560 
aatacaacac aaacacaLa calltcaa^c tlttlltllt aaattgaaca tcttcf to 1620 

^caatc atttatttga caacacaact aaacaaccat 1680 



ggtctagagc tc 



1692 



10 



15 



<210> 21 
<211> 223 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico GLU. 

<400> 21 

ctcgagatac atattaagag tatggacaga catttcttta acaaactcca tttgtattac 60 

tccaaaagca ccagaagttt gtcatggctg agtcatgaaa tgtatagttc aatcttgcaa 120 

agttgccttt ccttttgtac tgtgttttaa cactacaagc catatattgt ctgtacgtgc 180 

aacaaactat atcaccatgt atcccaagat gcttttttaa ttc 223 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



<210> 22 
<211> 1032 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector pGARTE entre los sitios Xhol y Sad. 



<400> 22 

ctcgagatac 

tccaaaagca 

agttgccttt 

aacaaactat 

tttcatttgg 

cacacacaca 

atggctgtgc 

gcctcccccc 

cgtctcgatc 

tgcgcgtttt 

ttctcgcggg 

ggggcgttta 

gtttaatttt 
tcttcttttt 
gtcgatgctc 
ttgtcaaata 
aatacaacac 
ggtctagagc 



atattaagag 
ccagaagttt 
ccttttgtac 
atcaccatgt 
agccccccaa 
acagatctcc 
gctcagatat 
ccccccctct 
tttggccttg 
tttatttgga 
gaatggggct 
aaatttcgcc 
tatatatttc 
gtgggtagaa 
accctgttgt 
tctctgtgtg 
aaacacaaca 
tc 



tatggacaga 
gtcatggctg 
tgtgttttaa 
atcccaagat 
ccctaccacc 
cccatcctcc 
atatagtgat 
ctaccttctc 
gtagtttggg 
ggggcgggat 
ctcggatgtg 
atgctaaaca 
tgctgctgct 
tttgaatccc 
ttggtgtttt 
caggtataac 
caactcaatc 



catttcttta 
agtcatgaaa 
cactacaagc 
gcttttttaa 
accaccacca 
ctcccgtcgc 
atgcactaca 
tctttctttc 
ggcgagaggc 
ctcgcggctg 
gatctgatcc 
agatcaggaa 
cgtcaggatt 
tcagcattgt 
tatactagtg 
tgcaggaaac 
atttatttga 



acaaactcca 
tgtatagttc 
catatattgt 
ttctatatat 
ccacctcctc 
gccgcgcaac 
aagatcataa 
tccgtttttt 
ggcttcgtcg 
ggtctcggcg 
gccgttgttg 
gaggggaaaa 
agatgtgctt 
tcatcggtag 
gctatcctga 
aaattgaaca 
caacacaact 



tttgtattac 
aatcttgcaa 
ctgtacgtgc 
aggaagttca 
cttcacacaa 
acctggtaag 
ctagaccgcc 
ttttccgtct 
cccagatcgg 
tgcggccgga 
ggggagatat 
gggcactatg 
gatctttctt 
tttttctttt 
cacggtctct 
tcattctatc 
aaacaaccat 



60 

12 0 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1032 
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Lela Vazquez Castillo 
Oficial, CIGB 



REIVINDICACIONES 

PROMOTOR ARTIFICIAL PARA LA EXPRESION DE SECUENCIAS DE ADN EN 
CELULAS VEGETALES. 

1) Un promotor artificial caracterizado porque es una molecula de ADN recombinante que 
promueve ea celulas vegetales la expresidn de cualquier secuencia de ADN fusionada a su 
extremo 3', y que se compone de: 

a) un elemento 5' regulador de la transcription seguido de, 

b) un nucleo promotor artificial que comprende una caja TATA una secuencia nucleotidica 
con un contenido de GC menor de 64% y un sitio de initiacidn de la transcripcidn, que en su 
3' seune a, 

c) una secuencia nucleotidica sintetica transcribible y no traducible, conformada por un 
primer Exon quimerico, un Intron artificial capaz de potenciar en celulas vegetales la 
expresi6n de los genes fusionados a el, y un segundo Exon quimerico con propiedades 
potenciadoras de la traduction de cualquier gen insertado a continuation del mismo. 

2) Un promotor artificial caracterizado porque es una mol6cula de ADN recombinante segun 
la revindication 1 donde el elemento 5' regulador de la transcription es artificial. 

3) Un promotor artificial caracterizado porque es una molecula de ADN recombinante segun 
la reivindicaci6n 1 donde el elemento 5' regulador de la transcripcidn es homologo a una 
secuencia de ADN que de forma natural estimula y/o regula la expresion genica en celulas de 
plantas. 

4) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 3, caracterizado porque el elemento 5' 
regulador de la transcripti6n proviene del gen actina-1 de arroz. 

5) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 4, donde el elemento 5' regulador de la 
transcripci6n comprende un fragmento de la regi6n de -43 a -310 a partir del initio de 
transcription del gen actina-1 de arroz. 

6) Un promotor artificial segun la revindication 5 cuya secuencia nucleotidica del elemento 
5' regulador de la transcripcidn se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 10 6 con un 
fragmento de ella. 

7) Un promotor artificial segun la reivindicacion 5, cuya secuencia nucleotidica del elemento 
5' regulador de la transcription se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 11 6 con un 
fragmento de ella. 

8) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 3, caracterizado porque el elemento 5' 
regulador de la transcripcidn proviene del gen ubiquitina-1 de maiz. 



35 



9) Un promoter artificial segun la remind •/ o . 

transoripcidndrfgenubiquittaa-ldemaiz a parbr del uucto de 

» l3 . reiVi, ' diCaCi6 ■ 1 * ~ — — « 

U) Un promoter artificial segnn las reivindicaciones 2 v 3 donrf, »t ■ 
^Poione S onpotenciador,ran S e« 

■o z:: ~ ~ rj; :rr n - donde - — - 

complementaria ^ ° 13 ' 0 a su s ecuencia 

traascripci6n del gen glutei B-l de arroz P mC '° de 
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15 



20 



25 



30 



t«TO se conmone de dos o mas e.emen.os reguladores de diierentes origenes 

~ "7 - • — - — „ «JZ 

senaladas en las ravindicaciones de la 2 a la 21 

«*6n arufica, E^^ COMieae motivos de ^ ^ ^ £ 

^ ZTT SeSan " rei ™" ' «*» P rimer E *6n componente de la 

:i:^ci ^ - , - — - *- - -* - — - 

motivo CTCC y/o sus secuencias hom61ogas CTC TCC y TC 

^ Un , P rT ^ 12 re ™ di ^ «*> m«n componente de la regi 6n 

~ eocene secuencias donde se repite con frecuencia e, motive 

y/o sus secuencias hom61ogas CTC, TCC y TC 

26) Un promoter artificial segun ,as reW ndicaciones de la 23 a la 25, cuya secueneia 
— ea de la regidn artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n se conesponda con la secueLa ^ 
NO: 6 o con un fragmento de ella . 

27) Un promoter artificia, segun „ r e ivi n dicaci6n , 

^on anneal E^ntron/Eson convene motives de secuencias con a,«o conlido de 

28) Un promoter artificial segun ,a reivindicacidn ., donde e, segundo Ex6n componente de 
homdloga al mouvo HCAYYY (H- C 6 T 6 A; Y= C 6 T) 

^ ~r artificial segun las .eivineicaciones 27 y 28, caracterizado porq „e la 
se corresponde con la secueneia SEQ ID NO: 1 

30) Un promoter artificial segun las reivindicaciones de la 23 a la 29, caracteriaado poroue !a 
~a .cleotidicn de la region artificial B*^ m Jia 
secuenca SEQ ID NO: 8 o con un fragmento de ella 

Sly Un promoter artificial q „e responda a alguna de las reivindicaciones de la . a la 30, y qU e 
al menos parcalmente ae corresponda con la secueneia SEQ ID NO- 20 
2**7-* ^deunprotnotor artificial segun las reivindicaciones de ,a 1 a,a31 

ZJZ r ^'—^^^^P'^ooufribuyaapotenciarl 
express de las secuencias de ADN controladas per este promoter. 
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33) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicaci6n 32, con capacidad 
potenciadora de la traducci6n de los genes fusionados a 61. 

34) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 33, que contenga al menos 
un fragmento de secuencia en mas de un 83% homdloga al motivo HCAYYY (H= C 6 T d A; 
Y- C 6 T). 

35) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 33, que contenga motives 
de secuencias con alto contenido de C y A. 

36) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicaci6n 33, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 1. 

37) Un fragmento de un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 33 a la 36, que en 
celulas vegetales contribuya a aumentar la traduction de cualquier ARNm producido a partir 
del promotor 35S del CaMV. 

38) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 32 que se corresponda con 
una region Exdn/Intrdn/Exdn. 

39) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 38, cuyo primer Ex6n 
contiene motivos de secuencias con alto contenido de C y A. 

40) Un fragmento de un promotor artificial segun la revindication 38, cuyo primer Ex6n 
contiene secuencias donde se repite con frecuencia el motivo CTCC y/o sus secuencias 
homdlogas CTC, TCC y TC. 

41) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuyo Intrdn contiene 
secuencias donde se repite con frecuencia el motivo CTCC y/o sus secuencias hom61ogas 
CTC, TCC y TC. 

42) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 38, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 6. 

43) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 38, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 8. 

44) Un fragmento de un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 38 a la 43, que en 
celulas vegetales contribuya a aumentar la expresidn de cualquier gen puesto bajo el control 
del promotor 35S del CaMV. 

45) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 32, que se corresponda 
con un potenciador transcriptional tipo as-1 . 

46) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicatidn 45, cuya secuencia 
nucleotidica sea esencialmente identica a la secuencia del fragmento que corresponde a los 
nucledtidos del 7 al 26 en la SEQ ID NO: 13, o a su secuencia complementaria. 



47) Un fragmento de un promoter artificial segun la revindication 32, que se corresponda 
con un elemento 5' regulador de la transcripcion. 

48) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicaci6n 47, cuyo elemento 5' 
regulador de la transcripcion provenga del gen actina-1 de arroz. 

49) Un fragmento de un promoter artificial segun la revindication 48, cuya secuencia 
nucleotidica comprende un fragmento de la region de -43 a -310 a partir del iniqio de 
transcripcion del gen actina-1 de arroz. 

50) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicacion 49, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 10 o con un fragmento de ella. 

51) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicacion 49, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 1 1 o con un fragmento de ella. 

52) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicacion 47, cuyo elemento 5' 
regulador de la transcripci6n provenga del gen ubiquitina-1 de malz. 

53) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicacion 52, cuya secuencia 
nucleotidica comprende un fragmento de la regi6n de -299 a -855 a partir del initio de 
transcripci6n del gen ubiquitina-1 de malz. 

54) Un fragmento de un promoter artificial segun la reivindicacion 53, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 19 o con un fragmento de ella. 

55) Un casete para la expresion de secuencias de ADN en celulas vegetales conteniendo un 
promoter artificial que responde a alguna de las reivindicaciones de la 1 a la 3 1 . 

56) Un casete para la expresion de secuencias de ADN en celulas vegetales conteniendo un 
elemento promoter de la transcripcion foncionalmente unido a un fragmento de ADN que 
responde a alguna de las reivindicaciones de la 32 a la 54. 

57) Un vector de ADN para la transformaci6n de celulas vegetales conteniendo uno de los 
casetes de expresi6n caracterizados en las reivindicaciones 55 6 56. 

58) Una celula bacteriana portadora del vector de la reivindicaci6n 57, y su descendencia. 

59) Una celula vegetal transformada con el vector de la reivindicacion 57, y su descendencia. 

60) Una celula vegetal segun la reivindicacion 59, que expresa el fragmento de ADN que se 
encuentra bajo el control del promoter artificial contenido en el casete de expresi6n que foe 
introducido mediante el vector descrito en la reivindicacion 57. 

61) Una celula vegetal segun la reivindicacidn 59, con el casete de expresion caracterizado en 
la reivindicaci6n 55 6 56 establemente integrado a su genoma. 

62) Una planta transgenica regenerada a partir de la celula vegetal caracterizada en la 
reivindicacion 6 1 . 
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63) Una planta transgenica segun la reivindicacion 62, que expresa el fragmento de ADN que 



se encuentra bajo el control del promoter artificial contenido en el casete de expresion que foe 
introducido mediante el vector descrito en la reivindicacidn 57. 

64) La descendencia de las plantas transgenicas caracterizadas en la reivindicacion 63. 

65) Las plantas de la reivindicaci6n 64 que sean dicotiled6neas. 

66) Las plantas de la reivindicacion 65 que sean solanaceas. 

67) Las plantas de la reivindicacion 66 que pertenezcan a una de las siguientes especies: 
tabaco, tomate o papa. 

68) Las plantas de la reivindicacion 64 que sean monocotiledoneas. 

69) Las plantas de la reivindicaci6n 68 que sean gramineas. 

70) Las plantas de la reivindicacion 69 que pertenezcan a una de las siguientes especies: 
arroz, cana de azucar, maiz, trigo o cebada. 

71) La purificaci6n y utilization de la proteina recombinante que producen las celulas o las 
plantas de las reivindicaciones 60 6 63, como resultado de la expresidn del fragmento de 
ADN que se encuentra bajo el control del promoter artificial contenido en el casete de 
expresi6n que foe introducido mediante el vector descrito en la reivindicacion 57. 
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Figura 1. 

AGt: ACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCCCCCTCGCTGCCGGACGACGAGCTCCTCCCCC CTCCC 
Ubi: TTCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGC^ 

gtatgcttgctc 



Shrun : AAACCCTCC^TCCCTCCTCCATTGGACTGCTT GCTCCC TGTTGACCATTGGGi 



Act : CCT^GCCGCCGCCGgtaaccaccccgc qtccctctcctc tttctttctccatttttttt-tj-£2£g 
Ubi : TCGGCACC^GCTTCAAGgtacgccgc^gtcctoccccccccccctc^taccttctctaga 
Shrun t^tgt^atc^gtgctaaacc^tgt^ctctgggtgggtttttgctgggattttgagctaat 

Act : tc^gtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtg 
Ubi : ^ggcgt^ggtccatggttagggcccggtagttctacttctgttcatgtttgtgttagatccg 



Shrun: ctgctggccgcggtagaaaagaccgtgtc^cctgatgagctcaagcgctcgccttagccgcgt 



cc 



Figura 2. 



PstI HCAYYY region CA HCA 




YYY Ncol Xbal Sac I 

T T TAT^TGACAAC AC AAC T AAACA ACCATGG T C TAG a crc t - 3 ' 
AAATAAACTGTTGTGTTGATTTGTTGGTACCAGATC 
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Figura 3. 

5' 

<— actina-1 deatroz ubiquitina-1 demaiz 

ACCACCACCACCACCACCACCTCCTCfcfTCACACAACACACACACAAC AGATCT CCCCCATCCT 

— IVS2 BgUI 

CCCTCCCGTCGCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatat 
^. ^l. ubiquitina-1 demaiz 

gcactacaaagatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttctc^ctttc 

tttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggc 

ggcttcgtcgcccagatcggtgcgcgtttttt£atttggaggggcgggatctcgcggctgggtc 

actina-1 de arroz 

tcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgt 

tgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagg 

gcactatggtttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctt 

tctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttActttt 
ubiquitina-1 de maiz . IVS2 

gtcgatgctcaccctgttgtttggtgttt^atacta^tggctatcctgacacggtctctttgt 

► Spe I 

caaatatctctgtgtgcagGTATA ACTGCAG GAAACAACAACAATA ACCATGG 

PstI Ncol 3' 
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Figura 4. 



caja TATA initio d e transcripcion 

ctatatat.aggaagttcatttcatttggagccccccaaccctACcKcCACCACCACCACCACCT 

EX6N 

CCTCCTTCACAC^CACACACAC^CAGATCTCCCCCATCCTCCCTCCCGTCGCGCCGCGCAAC 

Bgin 

ACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatatgcactacaaagatcataactag 
intron 

accgccgcctccccccccccccctctctaccttctctctttctttctccgttttttttttccgt 

ctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtg 

cgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcggccggattctcg 

cggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagatatggggcgttta 

aaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttaatttttata 

tatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttctttttgtgggtag 

aatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctcaccctgttgttt 

ggtgtttttatactagtggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctctgtgtgcagGTA 
Spel 

^AACTGCA^GAAACAAATTGAACATCATTCTATCAATACAACACAAACACAACACAACTCAATC 
PstI EUREKA 

ATTTATTTGACAACACAACTAAACA ACCATGGTCTAGAGCTC 

Ncol Xbal Sac I 
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Figura 5. 



ATCCATAGCAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAA 

TAGTCTCCACACCCCGGCACTATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAA 
AMUMAAAAAGAAAGAA^ 

GGAAAAGCGAGGAGGATCGCGAGCAGCGACGAGGCCGGCCCTCCCTCCGCTTCCAAAGAAACGC 

Nrul 

CCCCCATCAATTctatatataggaagttcatttcatttggagccccccaaccctACCACCACCA 

CCACCACCACCTCCTCCTTCACACAACACACACACAACAGATCTCCCCCATCCTCCCTCCCGTC 

BgUI 

GCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatatgcactacaaa 

gatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttctctctttctttctccgtt 

ttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcg 

cccagatcggtgcgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcg 

gccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagat 

atggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggt 

ttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttct 

ttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctc 

accctgttgtttggtgtttttatactaatggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctc 

Spel 

tgtgtgcagGTATAACTGCAGGAAACAAATTGAACATCATTCTATCAATACAACACAAACACAA 

PstI 

CACAACTCAATCATTTATTTGACAACACAACTAAACA ACCATGGTCTAGAGCTC 

Ncol Xbal Sac I 




m • 
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Figura 6. 

GGTACCGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTT 
TGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTA 
TAGTACAACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAA 
GGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTC 
CTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTA 
GGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAG 
CCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAAT 
AGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAA 
ACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCCTCGACTGACGCTTCGAAT 
<^C<2CACATGCCATCCATAGCAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAG 
CCAACTGGCAAATAGTCTCCACACCCCGGCACTATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGT 
CTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGAAAAAACAGCAGGTGGGTCCGG 
GTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGCTG&CGCT?CGIM!GACGCACATGCCCGAGCAG 
CGACGAGGCCGGCCCTCCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCC CCCA TCAA TTc tatatata aaa a rr 

ttcatttcatttggagccccccaaccctaccaccaccaccaccaccacctcctccttcacacaa 
cacacacacaacagatctcccccatcctccctcccgtcgcgccgcgcaacacctggtaagatgg 
ctgtgcgctcaga ta ta tatagtga ta tgcactacaaaga tea taactagaccgccgcctcccc 

occcccccctctctaccttctctctttctttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatctt 
tggccttggtagtttgggggcgaga ggegget tcgtcgcccagatcggtgcgcgt ttttttatt 

^gaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggct 
ctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgc 
^aacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttaatttttatatatttctgctgctg 
ctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctc 
agcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctcaccctgttgtttggtgtttttatact 
^tggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctctgtgtgcaggtataactgcaggaaac 
aaattgaacatcattctatcaatacaacacaaacacaacacaactcaatcatttatttgacaac 



acaactaaacaacc atg gtctaqagctc 
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Figure 8. 



CTCGAGATACATATTAAGAGTATGGACAGACATTTCTTTAACAAACTCCATTTGTATTACTCCA 
AAAGCACCAGAAGTTTGTCATGGCTGAGTCATGAAATGTATAGTTCAATCTTGCAAAGTTGCCT 
TTCCTTTTGTACTGTGTTTTAACACTACAAGCCATATATTGTCTGTACGTGCAACAAACTATAT 
CACCATGTATCCCAAGATGCTTTTTTAATT cta ta ta ta aaaa gt tea 1 1 tea tt tggagcccc 

ccaaccctACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCTTCACACAACACACACACAACAGATCTCC 
CCCATCCTCCCTCCCGTCGCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatat 
agtgatatgcactacaaagatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttc 
tctctttctttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttggggg 
cgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtgcgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcg 
gctgggtctcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatcc 
gccgttgttgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagagg 
ggaaaagggcactatggtttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgc 
ttgatctttctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtt 
tttcttttgtcgatgctcaccctgttgtttggtgtttttatactagtggctatcctgacacggt 
ctctttgtcaaatatctctgtgtgcagGTATAA CTGCAG GAAACAAATTGAACATCATTCTATC 
AATACAACACAAACACAACACAACTCAATCATTTATTTGACAACACAACTAAACAACCATGGTC 



TAGAGCTC 
Xbal Sac I 



Ncol 
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Figura 9. 



ffindlll, Pstl, Sail, Ncol SnaBl 
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Figura 10. 



Bamm, Smal, Kpnl, EcoW, Clal, Xbal 




10/11 



Figura 1 1 . 
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